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RESUMO

Palavras-Chave: Rubiaceae, Rubioideae, Palicourea, iriddide, alcaldide,

flavondide, antraquinona, cumarina.

O género Palicourea, pertence a familia Rubiaceae e possui
aproximadamente 230 espécies, sendo que um grande numero destas é
encontrado no cerrado brasileiro. A espécie vegetal Palicourea rigida,
conhecida como douradé&o, tem uso na medicina popular como depurativo nas
doencas renais e nas inflamagdes do aparelho reprodutor feminino. Na
literatura, estudos quimicos relatam o isolamento de triterpenos, iridoides e
alcaldide para a espécie. A Palicourea coriacea, douradinha, é utilizada pela
populacdo como agente diurético e na literatura também ha relatos de
isolamento de alcaldides, esterdides e derivados dos acidos benzdéico e
cindmico para a espécie. Com base nestas informagdes e observando a
variedade e o potencial de constituintes quimicos ja isolados no género
Palicourea, o presente trabalho objetivou dar continuidade ao estudo quimico
das espécies vegetais P. rigida e P coriacea, visando isolar e identificar os
principais constituintes das folhas e flores destas espécies e avaliar o potencial
moluscicida, antioxidante e antiinflamatério de P. rigida. Os extratos das
plantas mencionadas foram submetidos a particdo e o estudo cromatografico,
em colunas de Silica-Gel e/ou Sephadex LH-20 e/ou Diaion HP20S e/ou
cromatografia em camada delgada preparativa, conduziram ao isolamento dos
iridéides inéditos no género: swerosideo, secoxiloganina, bem como 6-O-
cafeoil-swerosideo; dos alcaldides: calicantina, acido estrictosidinico € um
suposto derivado da calistegina-N; dos flavondides inéditos no género:
quercetina 3-O-B-D-glicosideo, isoraminetina-3-glicosideo, quercetina 3-O-
soforosideo e rutina; da antraquinona inédita no género 7-hidroxi-tectoquinona;
da cumarina escopoletina, dos terpenos: fitol, inédito no género, acido
oleandico e acido ursolico; e da mistura dos esterdides campesterol,
sigmasterol e sitosterol. A elucidagdo das estruturas foi realizada mediante
analise de dados espectroscopicos de RMN de 'H e RMN de ®C e de técnicas

bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC) e por comparagdao com os dados



relatados na literatura. Na avaliagdo da atividade moluscicida, os caramujos
Biomphalaria glabrata ndo tiveram os batimentos cardiacos alterados com
extrato bruto de P. rigida, enquanto que na avaliagdo da atividade
antiinflamatéria das folhas desta espécie a fragdo hexanica provocou uma
significativa reducdo do edema de orelha induzido pelo 6leo de créton. Na
avaliacao da atividade antioxidante e determinacdo de fendlicos totais do
extrato bruto e fragdos polares de P. rigida, existiu uma maior concentragao de
fendlicos na fragdo acetato de etila, que foi fonte dos flavondides isolados, o

que pode ter contribuido para a atividade antioxidante demonstrada.
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Abstract

Keywords: Rubiaceae, Rubioideae, Palicourea, iridoid, alkaloid, flavonoid,

coumarin, anthraquinone.

Palicourea belongs to the Rubiaceae family which comprises about 230
species the majority of them occurring in Cerrado region, Brazil. Palicourea
rigida, known by name douradao, it's used in popular medicine as purifying in
renal diseases and in inflammations of the feminine reproductive apprel.
Recents works have reported the presence of iridoids, alkaloids and
triterpenoids in P. rigida. Palicourea coriacea, popularly called douradinha, is
well known in folk medicine as a potent diuretic and earlier works have revelead
have the occurrence of alkaloids, steroids, cinnamic and benzoic acids
derivatives in P. coriacea leaves. Taking into account the chemical importance
of Palicourea genus the present work aimed to continue P. rigida and P.
coriacea chemical study seeking to isolate and identify the main constituents of
the leaves and flowers from these species and the evaluation of the
molluciscidal, antioxidant and anti-inflammatory activities of P. rigida. The
Palicoureas extracts were partitioned with solvents and the chromatography
studies with column on silica gel or Sephadex LH-20 or Diaion HP20S or
preparative TLC were used for the isolation of the iridoids, unpublished in
genus: sweroside; 6-O-caffeoyl-sweroside and secoxyloganine; the alkalois
calicantine, strictosidinic acid and a supoposed calystegin N1 derivative; the
flavonoids unpublished in genus: quercetin 3-O-B-D-glicoside, isorhamnetin-3-
glicoside; quercetin 3-O-sophoroside and rutine; the anthraquinone,
unpublished in genus, 7-hidroxy-tectoquinone; the coumarin scopoletin, the
terpenoids phytol, unpublished in genus, oleanoic and ursolic acids and the
steroids campesterol, stigmasterol and sitosterol. The compounds were
identified by spectroscopy analysis of their 'H, ™C and bidimensional NMR
spectral data and by comparing spectroscopy data with those reported in
literature. In the evaluation of the molluciscidal, the clams didn’t have their heart
beats altered by P. rigida crude extract, while the evaluation of the anti-

inflamatory activity from leaves of this specie showed that hexane fraction



provoked a significant reduction of the ear edema induced by croton oil. In
antioxidant assay and total phenolic determination of the crude extract, polar
and apolar fractions from P. rigida, a larger phenolic concentration was
observed in ethyl acetate fraction, which was also the source of the isolated
flavonoids. This fact could have contributed to the demonstrated antioxidant

activity.
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1. Introducgao

“Que o teu alimento seja o teu remédio e que o teu remédio seja o teu alimento”

(citagao atribuida a Hipocrates; Guia de Plantas, 2005)

A procura na natureza por plantas que curam € apontada na literatura como
sendo um ato extremamente antigo. As civilizagbes Egipcias e Assirias, por
exemplo, ha cerca de 3500 anos, deixaram legado em hieréglifos de férmulas
vegetais indicando seu emprego terapéutico (Ribeiro, 1992) e Galeno (129-199
a.C.), fundador da Farmacia, também explorou os extratos vegetais para cura de
diversos males, divulgando as conhecidas “férmulas galénicas” (Barreiro, 2001).

Gragas aos muitos exploradores em expedigdes navegantes, a humanidade
conheceu ervas, raizes e outras especiarias na forma de chas, esséncias,
corantes e até venenos. Sdo exemplos: o balsamo de copaiba; o curare em
flechas envenenadas; a brazileina: corante oriundo do lenho do pau-brasil (Pinto,
1995); o 6pio originado de Papaver somniferum (Barreiro, 2001); entre outros que
fazem parte de um grande arsenal terapéutico de origem vegetal até hoje
indispensavel a medicina.

As primeiras substancias puras do reino vegetal foram isoladas no século
XVIIl, como a morfina e a estriquinina, e apdés séculos de empenho de
pesquisadores em diferentes areas, de contribuicbes provenientes do emprego de
carbono '*C, de investigagdes biossintéticas e da introdugdo de métodos
espectroscopicos e cromatograficos (Pinto, 2002), os estudos das substancias
naturais expandiram, aliados as ciéncias quimicas, bioldgicas e farmacéuticas. Por
meio destes, hoje é possivel orientar a populacado dependente da medicina caseira
no uso correto de produtos naturais, validar plantas medicinais como fitoterapicos,
elucidar as substancias ativas para obtencdo de farmacos, dar suporte a
classificagdo botanica das espécies vegetais e, ainda, fornecer modelos para
sintese.

Neste contexto, o Grupo de Pesquisa em Sintese Orgéanica e Produtos

Naturais do Departamento de Quimica (DQI/UEM) e do Instituto de Quimica da



Universidade Federal de Goiania (IQ/UFG), em conjunto com pesquisadores das
areas de Botanica e Farmacologia da UEM, vém consolidando a investigacao de
espécies vegetais, com o intuito de ampliar o estudo quimico e bioldgico de
algumas plantas e qualificar a utilizagdo das mesmas, ja que varias espécies ainda
sao utilizadas na forma de chas pela populacéo.

Especificamente as espécies vegetais Palicourea rigida e Palicourea
coriacea investigadas neste trabalho tém ampla aceitagao popular como diurético
e, especificamente a Palicourea coriacea, ja € comercializada em lojas de
produtos naturais na regido de Goiania-GO. Assim, este trabalho ampliara o

conhecimento do perfil quimico e bioldgico das espécies citadas.

1.1. A familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae tem as regides tropicais de clima quente como os
principais centros de dispersdo (Barroso et al., 1991) e é constituida por 4
subfamilias, 44 tribos, cerca de 637 géneros e aproximadamente 10.700 espécies
(Robbrecht, 1988), sendo que a América do Sul apresenta aproximadamente 1200
espécies.

Bolzani e colaboradores (2001) citam que esta familia esta distribuida nos
principais ecossistemas do Brasi: Amazénia, Cerrado e Floresta Atlantica, e que
no pais ha muitas plantas que nao foram estudadas, inclusive um grande numero
de espécies de Rubiaceae que ainda permanecem sem qualquer estudo quimico e
biolégico.

A importancia da familia foi descrita por Coelho e colaboradores (2006) em

um estudo com as folhas de Tocoyena formosa:

‘Rubiaceae possui espécies de grande importancia econbmica, que sao
exploradas como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa americana L.),
ornamentais (Ixora spp., Mussaenda spp., Gardénia spp. etc.), e também na
industria farmacéutica, como por exemplo, Cinchona pubescens Vahl., produtora

de quinina, empregada no tratamento da malaria. Além disso, varias espécies sao



referidas popularmente como medicinais e/ou toxicas, dentre as quais destacam-
se Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum. E diversas espécies dos géneros
Borreria, Cinchona, Richardia, como medicinais; Palicourea e Psychotria,

popularmente conhecidas como “mata-ratos”, que sao consideradas venenosas.”

Young e colaboradores (1996) descrevem as Rubiaceas como uma das
maiores familias entre as Angiospermas e que tém sido alvo de classificagdes em
diferentes subfamilias e tribos baseadas essencialmente em parametros
morfologicos. Segundo esses autores, foi Robbrecht (1988) quem introduziu
outras caracteristicas como placentagdo, morfologia e anatomia dos frutos e
sementes para dividir o grupo Rubiaceae em quatro subfamilias: Ixoroideae,
Cinchonoideae, Antirheoideae e Rubioideae.

Tendo em vista trabalhos anteriores (Cardoso et al., 2008; Lopes et al., 2004;
Bolzani et al., 2001) a elucidag&o do perfil quimico das espécies vegetais vém se
tornando crucial para auxiliar o posicionamento dos géneros em suas tribos e
subfamilias e embasar a classificagdo taxonémica proposta por Robbrecht; afinal,
como citam esses estudiosos, o uso puramente dos parametros morfo-anatémicos
na classificagdo vegetal é problematico diante da falta de informacéo sobre a
distribuicdo geografica e sobre as proprias caracteristicas morfo-anatdmicas das
espécies vegetais.

Neste contexto, sdo varios os estudos quimiotaxonémicos na familia

Rubiaceae encontrados na literatura, como por exemplo:

0] Inouye et al. (1988): sobre a presengca marcante de iridoides
glicosilados em plantas da familia Rubiaceae;

(i) Young et al. (1996): sobre a notavel distingdo dos perfis quimicos
para as subfamilias, como a Ixoroideae que contém exclusivamente
iridoides; a Cinchonoideae na qual sdo encontrados geralmente os
alcaldides indodlicos e a Rubioideae que contém predominantemente

antraquinonas;



(i) Bolzani et al. (2001): sobre o isolamento de iridéides, derivados
fendlicos, alcaldides e triterpenos em rubidceas brasileiras; bem
como de compostos antifungicos nos géneros Alibertia, Tocoyena,
Chiococca, Uncaria, Chimarris, Palicourea e Rudgea.

(iv) Lopes et al. (2004): sobre espécies brasileiras do género Psychotria,
Rudgea e Palicourea, cujos resultados reforcam a hipotese de que
Psychotria e Palicourea poderiam ser unidas para formar o género
Heteropsychotria devido a presengca do iridoide loganina em
Palicourea rigida e a producdo de alcaldides polinddlicos e/ou
inddlicos monoterpenos glicosilados em ambos o0s géneros,
sugerindo, assim, o uso da mesma rota biossintética: a condensacgao

da triptamina com a secologanina;

No nosso grupo de pesquisa uma série de espécies vegetais da familia
Rubiaceae ja teve seu perfil quimico investigado, como por exemplo: Cephalantus
grabatus (Jorge, 2005); Chomelia obtusa (Barros et al.,, 2008); Coussarea
plathyphylla (Vieira, 2008); Galianthe brasiliensis (Moura et al., 2006); Machaonia
brasiliensis (Santos et al., 2004); Guettarda pohliana (Oliveira et al., 2008);
Palicourea crocea (Dusman et al., 2004); Randia hebecarpa (Nazari et al., 2006).
Nestes estudos foram isolados terpenos, esterdides, saponinas, flavonodides,
derivados do acido clorogénico, iridoides e alcaléides, que revelam a grande
diversidade de metabdlitos secundarios na familia.

Uma vez que a familia Rubiaceae € conhecida pela producéo de alcaldides,
iridéides e antraquinonas, marcadores quimiotaxonémicos da familia (Young et al.,
1996), a presenca destas classes implica em uma grande variedade de atividades
bioldgicas (Anexo 2). E o caso dos alcaléides antimalaricos (cinconidina e quinina)
isolados de Cinchona ledgeriana (Robbers, 1997); alcaldides inddlicos de agao
vasodilatadora, como a ioimbina de Corynanthe yohimbe (Schripsema et al., 2004)
e metilxantinas estimulantes do sistema nervoso central como a cafeina,

caracteristica do género Coffea (Simdes, 2003).
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As espécies do género Psychotria também sao bastante conhecidas na
familia, principalmente pela producdo de alcaldides. Das folhas de Psychotria
forsteriana, por exemplo, foram isolados alcaléides poliinddlicos que
demonstraram potente citotoxicidade contra células de “hepatoma” (HTC) em
culturas de ratos (Roth, A. et al., 1986). No estudo de Psychotria colorata (Verotta
et al., 1998), o extrato alcaloidal apresentou atividade analgésica e presenca de
compostos  pirrolidinicos como o  (8-8a),(8-8a)-tetradeidroisocalicantina
3a(R),3a(R).



(8-8a),(8 -8 a)-tetradeidroisocalicantina
3a(R),3a(R)

Na familia Rubiaceae ainda ha espécies cujos constituintes sé&o
mutagénicos, como relatado por Kawasaki e colaboradores (1992) numa
investigagdo com a espécie vegetal Rubia tinctorum. Desta planta foram isoladas
as antraquinonas lucidina e 1-metoxi-metil-antraquinona, entre varias outras, que
apresentaram potente atividade mutagénica para certas linhagens de Salmonella
typhimurium. Os autores concluiram que o uso medicinal de extratos de algumas
rubiaceas, como estes da Rubia que tém uso comercial como corantes
alimenticios, deveria ser reexaminado uma vez que pode existir risco

carcinogénico.

o OH O  OH
! ' . CH,OH CH,OCH3
OH ‘O OH
O 0
lucidina

1-metoxi-metil-antraquinona

No estudo com a espécie Chiococca alba o iridoide isolado albosideo IV
indicou potencial antitumoral contra o mutante RS321 de Saccharomyces
cerevisae (Bolzani et al., 2001). Um outro iridoide que tem destaque em rubiacea,

e que foi intensamente utilizado pelos indios como corante preto em tatuagens, &



a genipina. Este composto incolor foi isolado de Genipa americana e produz a

coloragao preta apos reagir com as proteinas da pele (Pinto, 1995).

CO,H CH;O. O
HO AN
0
[ 0
HO oH
VY OH
HO | HO
o} genipina
albosideo IV

Ainda no género Chiococca, porém na espeécie Chiococca branquiata,
também foi isolado o flavonol 4 -metoxicanferol-7-(acetiloxi)-3,5-O-o-L-ramnosideo

(Lopes et al., 2004). OCHj

Ho—go  ©H

4 -metoxicanferol-7-(acetiloxi)-3,5-O-a-L-ramnosideo

Outros flavondides glicosilados, derivados do canferol, da quercetina e da
catequina, também foram isolados das folhas de Chimarris turbinata, sendo que
alguns deles apresentaram forte atividade antioxidante (Cardoso et al., 2005). No
estudo desta espécie, porém, o destaque ficou para o biflavonol denominado

chimarrosideo.



Chimarrosideo

1.2. A subfamilia Rubioideae

Em pesquisa na literatura sobre a subfamilia Rubioideae, os iridoides
glicosilados foram os metabdlitos que mais se destacaram. Nesta subfamilia, o
asperulosideo foi encontrado em varias espécies vegetais investigadas, como por
exemplo, em Borreria verticillata (Vieira et al., 1999); Galianthe brasiliensis (Moura
et al., 2006), Putoria calabrica (Tundis et al., 2002) e Lasianthus wallichii (Takeda
et al.,, 2002). Os derivados de asperulosideo também aparecem em algumas

destas espécies.

0

AcO H Oali

asperulosideo

Outros iridéides chamam atengdo em Pentas lanceolata (Shripsema et al.,
2007). No trabalho realizado com esta espécie, o autor destaca que em 1897
Pentas pertencia a subfamilia Cinchonoideae, porém em 1958 foi transferida para

a subfamilia Rubioideae por Verdcourt, onde permanece até hoje. Os iridéides



isolados foram o tudosideo, 13R-epi-gaertnerosideo, 13R-epi-epoxigaertnerosideo,

a mistura E-uenfosideo e Z-uenfosideo e epimeros de citrifolinina.

COOCH;
H

HO—:
A\ H oali
O
tudosideo
O/
13R-epi-gaertnerosideo 13R-epi-epoxigaertnerosideo
COOCHg3; H COOCH3

. Z-uenforosideo
E-uenforosideo
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o~ o
HO>\HH OGli H>\OHH OGli
citrifolinina citrifolinina
(epimero a) (epimero B)

Oliveira e colaboradores (2007) ainda citam que as antraquinonas e
naftoquinonas sdo metabdlitos que caracterizam quimicamente a subfamilia
Rubioideae e descrevem o isolamento de 1,4-naftohidroquinona em suspensdes

celulares de Rudgea jasminoides.

1,4-naftohidroquinona

1.3. O género Palicourea

O género Palicourea inclui aproximadamente 230 espécies dispersas em
grande extensdo na América do Sul e, especificamente no Brasil, no Cerrado
(Nascimento et al., 2005) e Amazdnia, podendo se apresentar como arbustos e
arvores de pequeno porte.

Os estudos fitoquimicos realizados com espécies de Palicourea registram o
isolamento de uma grande variedade de classes metabdlicas, como por exemplo:
cumarinas, acidos benzéicos, terpendides, alcaldides, entre outras, destacadas na
Tabela 1.
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Tabela 1: Compostos isolados em algumas espécies do género Palicourea.

Classe

Compostos

Espécie Vegetal

Referéncia

Terpeno

3-friedelanona (1)

P. demissa

El-Seedi; 1999

Cumarinas

escopoletina (2)
isoescopoletina (3)

umbeliferona (4)

P. demissa

El-Seedi; 1999

Alcaldides

calicantina (5)

. alpina

. fendlerii

Woo-Ming et al., 1975
Nakano et al., 1976

chimonantina (6)

. domingensis

. fendlerii

Ripperger, 1982
Nakano et al., 1976

croceaina A (7)

croceaina B (8)

T| U Tl U T

. Crocea

Dusman et al., 2004

lialosideo (9)
tetra-(O)-acetil-lialosideo (10)
(E)-O-(6)-cinamoil-4 -hidroxi-3 -
metoxi-lialosideo (11)
(E)-tetra-(O-acetil)-O-(6 )-cinamoil-
4 -hidréxi-3 -metoxi-lialosideo (12)
(E)-O-(6')-cinamoil-4 -hidroxi-3',5 -
dimetoxi-lialosideo (13)
(E)-tetra-(O-acetil)-O-(6 )-cinamoil-
4 -hidréxi-3',5”-dimetoxi-lialosideo
(14)

P. adusta

Valverde et al., 1999.

2-metiltetraidro-p-carbolina (15)

P. marcgravii

Kemmerling, 1996.

palicosideo (16)

P. marcgravii

Morita et al., 1989

Outros

N-metiltiramina (17)

P. marcgravii

Kemmerling, 1996.

palicoureina (18)

P. condensata

Bokesch et al., 2001

vomifoliol (19)

P. alpina

Stuart et al., 1975




R'=OH; R?>=0OCH; (2)
R'=OCHs; R*=OH (3)
R'=0H; R?=H (4)

COOCHs COOCH3

(7) (8)
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R=H (9) R2 OCHz
R=Ac (10) oRT
R": R%=H (11)
R'=Ac; R*=H (12)
R'=H; R>=0CHjs (13)
R'=Ac; R*=0CHjs (14)
ll\l N\CH3
H
H H H OH
(15) o oH
OH
(16)
I
N
/@/\/ \cH3
HO
|—RNGDPTFCGETCRVIPVCTYSAALGCTCDDRSDGLCKJ

(18)
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Com relagdo as atividades biolégicas do género Palicourea, a literatura
aponta que um numero significativo de plantas deste género apresenta potencial
citotoxico de seus extratos e fragbes (Cragg et al.; 2006).

Algumas espécies também ficaram conhecidas por serem tdxicas para o
gado, como a Palicourea corymbifera, Palicourea marcgravii, Palicourea
grandiflora e Palicourea juruana (Assis et al., 2006). Kemmerling (1996) atribuiu o
efeito da toxicidade de Palicourea marcgravii aos fluoracetatos e aos compostos
N-metiltiramina (17) e 2-metiltetraidro-p-carbolina (15) isolados desta planta.

Além disso, um estudo sobre a atividade moluscicida de algumas espécies
vegetais da flora brasileira, demonstrou que a espécie Palicourea nicotianaefolia
apresentou acdo moluscicida contra caramujos de Biomphalaria glabrata na
concentragao de 100 ppm (Mendes et al., 1984).

Ja em investigacao com Palicourea condensata, o peptideo palicoureina
(18) isolado da espécie inibiu os efeitos citopaticos causados pelo virus HIV
(Bokesch et al., 2001); enquanto que o extrato bruto de Palicourea demissa
demonstrou atividade antiinflamatéria e antiviral.

Na literatura também podem ser encontradas uma série de investigagoes
com Palicoureas, porém mais direcionados a area de pesquisa em biologia ja que
exploram o fluxo de polen em Palicourea fendleri (Bosque et al., 2003); conflitos
reprodutivos em Palicourea padifolia (Contreras et al., 1999), entre outros.

Neste contexto, o género Palicourea evidenciou ter um amplo espectro de
atividades bioldgicas, sendo este um dos motivos que despertou o interesse pelo
estudo das espécies vegetais Palicourea rigida e Palicourea coriacea descritas a

seqguir.
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1.4. A espécie vegetal Palicourearigida

A planta Palicourea rigida é caracterizada como uma arvore tipica de
regides de cerrado e pode ser encontrada desde o México até a Argentina.
Apresenta flores amarelas, € conhecida como gritadeira ou douradao e as partes
aéreas da planta tem uso na medicina popular para o tratamento de desordens

urinarias (Bolzani et al., 1992; Vencato et al., 2006).

Figura 1: Foto da espécie vegetal Palicourea rigida.

A classificacdo botanica para Palicourea, segundo Engler (1964), é

apresentada na Tabela 2.



Tabela 2: Classificacao botanica de Palicourea rigida.
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Classificagao

Divisédo Angiosperma
Classe Dicotiledbnea
Ordem Gentianales
Familia Rubiaceae
Subfamilia Rubioideae
Tribo Psychotrieae
Género Palicourea
Espécie Palicourea rigida

Para a espécie, ha relatos na literatura de isolamento de triterpenos, iriddide

e alcaldide inddlico como descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Compostos isolados na espécie Palicourearigida.

Composto

Referéncia

3-friedelanona (1)
30-hidroxifriedelan-3-ona (20)
3 B-hidroxifriedelanona (21)
o-amirina (22)

B-amirina (23)

estigmasterol (24)
estigmastenona (25)
3p-D-glicose-sitosterol (26)
lupeol (27)

Bolzani et al., 1992

loganina (28)

Lopes et al.; 2004

vallesiachotamina (29)

Vencato et al.; 2006




R=0; R'=CH,OH (20)

17
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HO

Alguns ensaios bioloégicos realizados em P. rigida ja foram citados na
literatura, como a atividade antimicrobiana (Silva et al.; 2005; Correa et al.; 2005) e
a atividade citotoxica. Destacando esta ultima, o extrato bruto e a fragado basica
acetato de etila das folhas de P. rigida exibiram relevante atividade contra as
células de melanoma humano SK MEL 37, sendo que o alcaldide
vallesiachotamina (30) foi sugerido ser o responsavel por essa atividade com

valores de ICsy de 16 ug/mL (Silva et al., 2006).



19

1.5. A espécie vegetal Palicourea coriacea

Palicourea coriacea € uma planta conhecida popularmente como
douradinha e comumente utilizada na medicina tradicional como diurético e no

tratamento de célculo renal (Gomes et al., 2005).

Figura 2: Foto da espécie vegetal Palicourea coriacea.

7

A classificacdo botanica para a espécie € semelhante a mencionada
anteriormente e desta ja foram isolados metabdlitos alcaloidicos e terpendides,
bem como esterodides e derivados de acidos benzoico e cinamico, representados a

seqguir.



Tabela 4: Compostos isolados na espécie Palicourea coriacea.
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Composto

Referéncia

acido estrictosidinico (30)

acido 3-epi-estrictosidinico (31)

Nascimento et al.; 2006

calicantina (5)
acido ursolico (32)
campesterol (33)
estigmasterol (24)
sitosterol (34)

Gomes et al.; 2005

acido (E)-3,4,5-trimetoxicinamico (35)
acido (E) 3,4-dimetoxicinamico (36)
acido (E) 4-metoxicinamico (37)
acido 3,4,5-trimetdxibenzoico (38)
4-metoxibenzoato de metila (39)

(E) 4-metoxicinamato de metila (40)

(Z) 4-metoxicinamato de metila (41)

Silva et al.; 2008

4cido 4-0-3 -sucrose-estrictosidinico (42)

Nascimento et al.; 2008

OH

OH

OH

(31)

OH

OH

OH
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HO
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(42)

Na literatura ha relato de que o extrato bruto de Palicourea coriacea
demonstrou ser atoxico para camundongos Swiss machos (Pereira et al.; 2006).
Em estudos anteriores sobre a atividade antimicrobiana realizada com esta
espécie, o acido ursolico (21) foi considerado altamente ativo contra a bactéria

gram positiva Micrococcus luteus (Kato et al.; 2006).
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2. Objetivos

Considerando que as espécies do género Palicourea sao
farmacologicamente potentes e que nado ha estudo quimico referente as
flores de Palicourea rigida, este trabalho tem como objetivo dar
continuidade ao isolamento e identificacdo estrutural dos principais
metabdlitos secundarios presentes nos extratos de P. rigida e P. coriacea e,
neste contexto, investigar a possivel ocorréncia de marcadores
quimiotaxondmicos no género. E pretendido, também, avaliar o potencial
moluscicida, antioxidante e antiinflamatério de extratos e fragbes de P.
rigida.
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3. Parte Experimental

Neste item serdo apresentados os procedimentos experimentais realizados
no estudo quimico das espécies vegetais Palicourea rigida e Palicourea coriacea e

no estudo farmacolégico de Palicourea rigida.

3.1. Materiais e métodos

Para a elucidacao estrutural dos compostos isolados, foram utilizados os
espectros de RMN "H e RMN *C que foram obtidos em espectrémetro Mercury
Plus da Varian operando a 300 MHz para 'H e 75,45 MHz para C. Os
deslocamentos quimicos foram dados em ppm, tendo como referéncia interna o
tetrametilsilano (6 =0,0 ppm). Os solventes deuterados utilizados foram DO,
CDCI; e CD30OD, Aldrich ou Isotec.

Analogamente, foram obtidos espectros pela técnica DEPT e as correlagdes
bidimensionais foram confirmadas com o auxilio dos mapas de contornos COSY,
HMQC e HMBC. A detecgao de Efeito Nuclear Overhauser (NOE) entre prétons foi
verificado através dos espectros NOEDIF.

No processo de separagdo dos componentes de extratos e fragdes foram
utilizadas colunas cromatograficas de vidro com fase estacionaria de silica-gel 60
(70-230 mesh) da Merck ou Fluka. As fases estacionarias utilizadas foram de
Silica-gel, Silica-C18, Sephadex LH-20 e Resina Diaion HP 20S. O
acompanhamento das cromatografias em coluna foi feito através de cromatografia
em camada delgada (CCD), sendo que as placas cromatograficas de vidro (5,0 x
20,0 cm ou 20,0 x 20,0 cm) foram preparadas com fase estacionaria silica-gel 60
G e silica-gel 60 GF, com 0,25 mm de espessura (ou 1,0 mm para cromatografia
em camada delegada preparativa ou CDDP).

Os espectros de absorgao no I.V. foram registrados em espectrofotdmetro
FTIR-BOMEM Hatmann & Braun Série MB-100; o ensaio para avaliacdo da

atividade antioxidante foi realizado no espectrofotdmetro da Varian Casy 50 Bio
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UV-Visible (cubeta quartzo) a A=515nm e para a determinagdo dos compostos
fendlicos foi utilizado o espectrofotdmetro B 380 da Micronal a A=725nm.

O cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) empregado foi da Waters-
600 com detector de fotodiodo Waters 2996, coluna cromatografica de guarda 2PK
nBondapak™ (10um; 3,9 x 20 mm) e colunas cromatograficas analitica Waters C-
18 (10pm; 125°A; 3,9 X 300 mm) e semi-preparativa Waters S10 C8 (10 X 250
mm).

As substancias separadas nas placas cromatograficas foram visualizadas
através do uso do revelador anisaldeido para terpenos e Dragendorff para
alcaldides. Os solventes organicos (hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol), utilizados como eluentes nas cromatografias, apresentavam grau de
pureza P.A. ou foram destilados. O processo de evaporagdo de solventes foi

realizado a pressao reduzida em evaporador rotativo.
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3.2. Estudo quimico das folhas e talos de Palicourea coriacea

3.2.1. Coleta, obtencao do extrato bruto e fracionamento das

folhas e talos.

As folhas, misturadas aos talos, da planta Palicourea coriacea foram
adquiridas em loja comercial da cidade de Goiania sob o rétulo de lote: 00012
(Douradinha; Talos e Folhas; 50 g; Casa de Raizes; Importadora e Exportadora
Guriri LTDA; Av. Bota Fogo, Qd.47, Lt.11, St. Pedro Ludovico; Goiania Goias;
3242-0116). O material vegetal foi moido e, em seguida, submetido a extragao
exaustiva em metanol. Apos eliminacdo do solvente em rotaevaporador, parte do
extrato bruto (m=10,31229) foi solubilizado em metanol:agua (1:1) e particionado
em hexano, cloroférmio e acetato de etila, resultando nas fragdes: hexano (260mL;
0,1314 g; PCH), cloroformio (390mL; 1,6154g; PCC); acetato de etila (450 mL;
1,1903g; PCA) e hidrometandlica remanescente (5,5959g; PCHM), conforme
Esquema 1. Todas as fracbes foram estudadas, porém apenas as que

conduziram ao isolamento de compostos estao descritas a seguir.

Extrato bruto
P. coriacea

(folhas)
10,3122 g

Particao
Hexano;
CHCI3; AcOEt;
H,O-MeOH

Hexano Cloroférmio Acetato de Hidrometanol

PCH PCC etila PCHM
01314 g 1,6154 g PCA 5,5059 g
1,1903 g

Esquema 1: Procedimento utilizado no fracionamento do extrato bruto das folhas

e talos de Palicourea coriacea.
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3.2.2. Estudo da fragao PCHM

Inicialmente, a fraggo PCHM foi analisada em CCD com reagente
Dragendorff (eluente acetato de etila-metanol 20%) e revelou a presenca de
alcaldides. Parte da fragao (4,3920 g) foi solubilizada em metanol:agua (1:1) e
submetida a uma nova partigdo com butanol (200 mL). Parte da fracdo butandlica
(239,8 mg), codificada como PCMB, foi submetida a uma filtragdo em resina HP-
20S, conforme Tabela 5. A fragdo 4 (88,6 mg) mostrou mancha de coloragao
laranja, apos revelagéo da placa de CCD com o reagente de Dragendorf, e foi
submetida a uma CCDP com o eluente metanol:agua15%. Este procedimento

conduziu ao isolamento do composto codificado como P1, conforme Esquema 2.

Tabela 5: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PCMB.

Fragoes Volume (mL) Eluente Composto isolado
1-2 15 Agua
3 9 Metanol-Agua (1:1)
4 9 Metanol PCMB 4
P1
5-6 9 Metanol-Acetona (1:1)

7 9 Acetona
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Hidrometanol

PCHM
4,3920 g
Particao
Butanol
1 1
Metanol Butanol
PCMM PCMB
1,5927 g 2,6480 g

Resina Diaion
HP-20S
H,O/MeOH/Acet.

| |
PCMB 1.2 PCMB4 PCMB 7

CCDP
MeOH-H;0 15%

P1
3,7 mg

Esquema 2: Procedimento utilizado no estudo da fracdo hidrometandlica das

folhas e talos de Palicourea coriacea.
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3.2.3. Estudo da fragao PCH

A fracdo hexanica PCH de P. coriacea (0,1314 g) foi submetida a uma
coluna cromatografica de silica-gel (6 =1,5 cm) eluida com os solventes hexano,
acetato de etila e metanol em gradiente de polaridade, resultando em 47 fragbes
que foram reunidas apos analise em CCD (Tabela 6). O tratamento destinado a

fragao PCH esta representado no Esquema 3.

Hexano
PCH

0,1314g

Coluna Silica-
Gel
Hexano /
AcOEt/ MeOH

| |
PCH 1-6 PCH 16-17 PCH 43-47

P2+P3
10,1 mg

Esquema 3: Procedimento utilizado no estudo da fracdo hexanica das folhas e

talos de Palicourea coriacea.
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Tabela 6: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PCH.

Eluente Volume Fragcoes Massa Mistura
(mL) reunidas (mg) isolada
Hexano 100% 100 1-6 4,0
Hexano-AcOEt 10% 100 7-8 16,9
9 16,7
10-11 2,5
12-14 8,9
Hexano-AcOEt 20% 100 15-17 11,2 PCH 15-17
P2+P3
18-19 8,0
20-21 11,2
Hexano-AcOEt 30% 70 22-24 14,0
Hexano-AcOEt 40% 50 25 1,3
Hexano-AcOEt 50% 100 26 3,5
Hexano-AcOEt 60 a 80% 130 27-32 8,4
Hexano-AcOEt 80% _ 180 33-42 4,3
AcOEt-MeOH 70%
AcOEt—-MeOH 80% 30 43-47 2,5

A fragdo combinada PCH 15-17 foi lavada com hexano resultando em 10,1

mg da mistura P2+P3.
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3.3. Estudo quimico das flores de Palicourea coriacea

3.3.1. Coleta, obtencdao do extrato bruto das flores e

fracionamento

As flores da espécie vegetal Palicourea coriacea foram coletadas no
cerrado goiano (exsicata #27153), secas e moidas e foram submetidas a extragao
exaustiva em metanol. O extrato bruto (4,01799) foi solubilizado em metanol:agua
(1:1) e particionado em hexano, cloroférmio e acetato de etila, resultando nas
fragdbes hexano (100 mL; 288,5 mg; PCHF), cloroformio (150 mL; 512,3 mg;
PCCF), acetato de etila (480 mL; 2825 mg; PCAF) e hidrometandlica
remanescente (2,5536 g; PCHMF), sendo o procedimento geral descrito no
Esquema 4. A fracdo hexanica foi estudada e levou ao isolamento da substancia
P2 ja mencionada anteriormente e, portanto, ndo sera relatada. As fracdes
cloroférmica e hidrometandlica também foram investigadas, porém resultou em
fragbes de pouca massa e/ou muito impuras no decorrer das cromatografias
realizadas e, dessa maneira, ndo foi possivel o isolamento de substancias. Ja a
fracdo acetato de etila conduziu ao isolamento de um composto, conforme

Esquema 5 na sequéncia.

Extrato bruto
P.coriacea

(flores)
4,0179g

Particao
Hexano;
CHCI3/AcOEt/
H,O0-MeOH

Hexano Cloroférmio Acetato de Hidrometanol

PCHF PCCF etila PCHMF
0,2885 mg 0,5123 mg PCAF 2,5536 g
0,2825 mg

Esquema 4: Procedimento utilizado no fracionamento do extrato bruto das flores
de Palicourea coriacea.
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3.3.2. Estudo da fracao PCAF

A fragcado acetato de etila PCAF (282,5 mg) foi submetida a uma filtragéo
com metanol (80 mL) em Sephadex LH-20 totalizando em 26 sub-fragdes que
foram reunidas de acordo com o perfil cromatografico observado em CCD (Tabela
7). O tratamento realizado com a fragcdo PCAF segue representado no Esquema
5.

Acetato de
Etila

PCAF
282,5mg

Sephadex
LH-20
MeOH

| |
PCAF 1-7 PCAF 16-26

Sephadex
LH-20
H,O/MeOH

I 1
PCAF PCAF PCAF
1-7 (1-11)) 1-7 (17-21) 1-7 (32-35)

P4
18,9 mg

Esquema 5: Procedimento utilizado no estudo da fragcao acetato de etila das flores
de Palicourea coriacea.
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Tabela 7: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PCAF.

Fragoes reunidas Massa (mg) Cédigo
1-7 162,7 PCAF 1-7
8-10 15,6
11-15 10,3
16-26 3,4

A amostra PCAF 1-7 (162,7 mg) apresentou massa suficiente para dar
continuidade ao estudo cromatografico e, assim, foi submetida a uma filtragdo com
agua e metanol em Sephadex LH-20. As fragées foram reunidas conforme CCD,
sendo que a fragcao PCAF 1-7(17-21) resultou no isolamento do composto P4
(Tabela 8).

Tabela 8: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PCAF 1.7.

Eluente Volume Fracoes Massa Composto
(mL) reunidas (mg) Isolado

Agua 100% 30 1-11 56,4
Agua-Metanol 25% 10 12-16 11,7

Agua-Metanol 50% 40 17-21 18,9 PCAF 1-7(17-21)

P4

Agua-Metanol 75% 20 22-26 7,8
27-31 4,3

Metanol 100% 100 32-35 55
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3.4. Estudo quimico das folhas de Palicourearigida

3.4.1. Coleta, obtencao do extrato bruto das folhas e

fracionamento.

As folhas da espécie vegetal Palicourea rigida foram coletadas no cerrado
goiano, Bairro Itanhanga, pelo professor Dr. Heleno Dias Ferreira do Instituto de
Biologia da Universidade Federal de Goias e uma exsicata foi depositada no
Herbario ICB/UFG sob o numero #27148. As folhas foram secas, moidas e
submetidas a extragdo exaustiva em etanol 96%. Em seguida, o extrato bruto
(18,4800g) foi solubilizado em metanol:agua (1:1) e particionado em hexano,
cloroformio e acetato de etila, resultando nas fragbes hexano (600 mL; 3,940 g;
PRH), cloroféormio (600 mL; 1,3443g; PRC), acetato de etila (600 mL; 2,8306g;

PRA) e hidrometandlica remanescente (5,660g; PRHM), conforme Esquema 6.

Extrato bruto
P. rigida

(folhas)
18,0 g

Particdo
Hexano;
CHCI;/AcOEt/
H,O-MeOH

Hexano Cloroférmio Acetato de Hidrometanol
PRH PRC etila PRHM
3,9400 g 1,3443 g PRA 5,6600 g
2,8306 g

Esquema 6: Procedimento utilizado no fracionamento do extrato bruto das folhas
de Palicourea rigida.
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3.4.2. Estudo da fragao PRHM

Parte da fragdo hidrometandlica remanescente (3,6700g) foi
submetida a uma outra particdo em acetato de etila (200mL; 376,6 mg; PRMA). A
nova fragdo hidrometandlica remanescente (PRMM) resultou numa massa de
2,5997 mg e, parte desta fragcao (229,7 mg), foi submetida a filtragdo com metanol
(80 mL) em Sephadex LH-20, fornecendo 6 fragdes. As fragdes foram combinadas
de acordo com o perfil cromatografico observado em CCD (Tabela 9). O

tratamento destinado a PRMM esta representado no Esquema 7.

Tabela 9: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRMM.
Fracao reunida Massa (mg) Caédigo

1 1,0
2-3 201,8 PRMM 2-3

5,0

1,8

3,3

A fracdo PRMM 2-3 apresentou massa suficiente para ter o estudo quimico

continuado, como descrito na sequéncia.
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[ Hidrometanol (PRHM) }

3,679
Particdo )
AcOEt
J
1 1
PRMA PRMM
376,6 mg 2,5997 g

Sephadex LH-20
MeOH
[ PRMM 2-3 }

[ Sephadex LH-20 )

Agua/MeOH

J/

[ PRMM 2-3(2-3) 1
Resina Diaion
HP-20S
PRMM
2-3(2-3)5-6

_CLAECS8
Agua/MeOH
P5

5,3 mg

Esquema 7: Procedimento utilizado no estudo da fraggo PRMM das folhas de

Palicourea rigida.
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3.4.2.1. Estudo da fragao PRMM 2-3

Parte da fracdo PRMM 2-3 (193,8 mq) foi submetida a uma filtracdo em

Sephadex LH-20, utilizando agua e metanol, conforme Tabela 10.

Tabela 10: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRMM 2-3.

Fracao Volume (mL) Solvente
1-2 10 Agua
3 10 Agua-Metanol 25%
4 10 Agua-Metanol 50%
5 10 Agua-Metanol 75%
6 20 Metanol

Por CCD, as unicas fracbes que revelaram em anisaldeiso forama2e a 3
que foram reunidas por serem semelhantes, resultando em uma massa de 101,4
mg. Esta fragdo foi, entdo, submetida a uma coluna cromatografica hidrofébica
(Resina HP-20S) para eliminagao de agucares, de acordo com os dados descritos
na Tabela 11.

Tabela 11: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao
PRMM 2-3 (2-3)

Eluente Volume Fragoes Massa Caédigo
(mL) reunidas (mg)
Agua 15 1-2 1,3
Agua:MeOH (1:1) a 9 3-4 17,6
MeOH
MeOH: Acetona (1:1) 18 5-6 26,9 PRMM
2-3(2-3)5-6
7-8 1,4

Acetona 9 9 0,7
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A fracdo PRMM 2-3(2-3)5-6 foi enviada para andlise de RMN de 'H e
mostrou-se impura. Devido a pouca massa, o estudo cromatografico desta fragcao

teve continuidade em CLAE.

3.4.2.2. Estudo da fragdo PRMM 2-3(2-3)5-6 em CLAE

A fracdo PRMM 2-3(2-3)5-6 foi submetida a uma coluna C18 analitica em
metanol 30%-agua70%, com fluxo 1,5 mL/min e tempo de corrida de 30 minutos.
Esta condigcédo se repetiu para a coluna C8 semi-preparativa, para um volume de
injecdo de 50 uL de amostra. O estudo cromatografico foi monitorado nos
comprimentos de onda A=250 nm e A=335 nm.

Este procedimento conduziu ao isolamento do composto P5.
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3.4.3. Estudo da fragao PRMA

Parte da fragdo PRMA (261,4 mg) foi submetida a uma filtragdo com
agua e metanol em Sephadex LH-20. As 11 fragbes resultantes foram reunidas de
acordo com o perfil observado em CCD (Tabela 12). O procedimento adotado no

estudo da fragdo PRMA segue representado no Esquema 8.

Hidrometanol
PRHM

3,679

Particao
AcOEt/H,0-MeOH
PRMA
376,6 mg

Sephadex LH-20
H,O/MeOH

[ PRMA 1 } [ PRMA 3 } [ PRMA10-11}
Sephadex LH-20
MeOH

[ PRMA 3(1-4) 1 [ PRMA 3(8) ) [ PRMA 3(9) }
J

P6 )
8,4 mg

J

—

PRMM
2,5997 g

Esquema 8: Procedimento utilizado no estudo da fragdo PRMA das folhas de

Palicourea rigida.
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Tabela 12: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRMA

Eluente Volume Fragoes Massa Cdédigo
(mL) reunidas (mg)
Agua 100% 80 1 25,2
2 85,0
3 49,8 PRMA 3
Agua-MeOH 25% 50 4 15,0
5 14,4
Agua-MeOH 50% 50 6 5,3
7 3,6
Agua-MeOH 75% 30 8-9 1,2
MeOH 100% 100 10-11 1,0

O estudo quimico da fragdo PRMA 3 teve continuidade por se apresentar
menos complexa em CCD.
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3.4.3.1. Estudo da fragao PRMA 3

A fraggo PRMA 3 foi sumetida a filtragdo com metanol (30 mL) em
Sephadex LH-20 de maneira que foram adquiridas 9 fracbes de aproximadamente
3,5 mL. Estas foram combinadas de acordo com analise em CCD, resultando no

isolamento de P6, de acordo com a Tabela 13.

Tabela 13: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRMA3.

Fragao Massa (mg) Composto isolado
1-4 3,2
5 10,0
6-7 20,6
8 8,4 PRMA 3(8)
P6

9 1,5




3.4.4. Estudo da fragcao PRA

Parte da fracdo acetato de etila PRA (1,1014g) foi submetida a
coluna cromatografica de silica-gel (6 = 1,5 cm), utilizando hexano, acetato de etila
e metanol, resultando em 53 fragdes que foram reunidas pela semelhanga
cromatografica observada em CCD (Tabela 14). O tratamento destinado a esta

fragao esta representado no Esquema 9.

Tabela 14: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragiao PRA.

Eluente Volume Fragoes Massa Cadigo
(mL) reunidas (mg)

Hexano-AcOEt 50% a 280 1 9,0 PRA 1

Hexano-AcOEt 60% 2-4 4,8 PRA 4

Hexano-AcOEt 70% a 150 5-7 3.4 PRA 7
Hexano-AcOEt 80%

AcOEt 100% 100 8-11 621,8 PRA 11

AcOEt-MeOH 10% a 150 12-14 92,5 PRA 14
AcOEt-MeOH 20%

AcOEt-MeOH 30% a 150 15-19 67,7 PRA 19
AcOEt-MeOH 50%

AcOEt-MeOH 60% a 200 20-53 98,9 PRA 53

MeOH 100%

O estudo quimico teve continuidade com as fracbes que apresentaram
maior massa PRA11, PRA14, PRA19 e PRAS3, porém apenas as fragcbes PRA11

e PRA14 conduziram ao isolamento de substancias,

apresentados na sequéncia.

conforme dados



cC
Silica Gel

Hex/AcOEt/

MeOH/H.0
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Acetato de etila
PRA

(1,1014g)

CcC
Silica Gel
Hex/AcOEt/
MeOH

PRA 11

PRA 11(10)

CcC
Silica Gel
Hex/AcOEt/
MeOH

[ PRA 11(14) ]
cc

Silica-Gel
Hex/AcOEt/
MeOH

PRA 11(10)10 PRA 11(14)14 I
P7+P8 P5
21,1 mg 34,2 mg

cc

Silica Gel
Hex/AcOEt/
MeOH

I PRA 14 I
cC

Silica Gel
Hex/AcOEt/
MeOH

I PRA 14(11-12) I PRA 14(13)

Sephadex
LH-20
MeOH

PRA 14(11-12) PRA14(13)
39 12-13
P7+P8 P9
7,7mg 3,6 mg

Esquema 9: Procedimento utilizado no estudo da fragdo acetato de etila das

folhas de Palicourea rigida.
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3.4.4.1. Estudo da fragcao PRA 11

A fracdo PRA 11 (621,8 mg) foi submetida a coluna cromatografica de
silica-gel (6 = 1,5 cm), eluida com hexano, acetato de etila, metanol e agua, e a
combinacdo das fragdes pela analise em CCD forneceu as massas contidas na
Tabela 15.

Tabela 15: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRA 11

Eluente Volume Fracoes Massa Cdédigo
(mL) reunidas (mg)
Hexano-AcOEt 50% 150 1-2 17,2
Hexano-AcOEt 60% 100 3-4 0,8
Hexano-AcOEt 70% 70 5-6 0,8
Hexano-AcOEt 80% 70 7-9 6,2
AcOEt 100% 150 10 108,6 PRA 11(10)
11-14 213,8 PRA 11(11-14)
AcOEt-MeOH 5% a 180 15-17 94,3
AcOEt-MeOH 15% 18 1,6
AcOEt-MeOH 20% a 250 19-22 28,4
AcOEt-MeOH 50% 23 1,9
AcOEt-MeOH 60% a 150 24-28 18,8
MeOH 100%
MeOH-Agua 10% 50 29-31 2,4
32-35 6,9

As fragbes que apresentaram maior massa, PRA 11(10) e PRA 11(11-14),

foram cromatografadas conforme dados descritos em seqiéncia.
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3.4.4.1.a. Estudo da fragao PRA 11(10)

A fracdo PRA 11(10), de massa 108,6 mg, foi cromatografada em
coluna de silica-gel (6=1cm) eluida com hexano, acetato de etila e metanol, e as
fragdes foram combinadas de acordo com o perfil quimico observado em CCD,
resultando nas massas apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRA 11(10).

Eluente Volume Fragoes Massa Mistura
(mL) reunidas (mg) Isolada
Hexano-AcOEt 50% a 200 1 1,4
Hexano-AcOEt 70% 2-4 4,0
Hexano-AcOEt 80% a 100 5-6 1,4
AcOEt 100% 7-9 5,2
AcOEt-MeOH 10% 100 10 58,7 PRA 11(10)10
P7+P8
AcOEt-MeOH 20% a 180 11-15 24.8
AcOEt-MeOH 50%
AcOEt-MeOH 60% a 100 16-23 4,3
AcOEt-MeOH 90% 24-25 21
MeOH 100% 50 26 1,0

A fracdo PRA 11(10)10 (58,7g) foi filtrada em Shephadex LH-20 com

metanol (100 mL). Uma das cinco fragdes (21,1mg) resultou na mistura P7+P8.
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3.4.4.1.b. Estudo da fragcao PRA 11(14)

A partir de 213,8 mg da fragdo PRA 11(14) foi realizada uma coluna

cromatografica de silica-gel (6 = 1 cm), eluida com hexano, acetato de etila e

metanol, sendo que as fracbes foram combinadas de acordo com o perfil

cromatografico observado em CCD (Tabela 17).

Tabela 17: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRA 11(14)

Eluente Volume Fragoes Massa Composto
(mL) reunidas (mg) isolado
Hexano-AcOEt 20% a 120 1-3 1,4
Hexano-AcOEt 40%
Hexano-AcOEt 50% a 80 4-6 1,8
Hexano-AcOEt 60%
Hexano-AcOEt 70% a 120 7-9 1,5
Hexano-AcOEt 90%
AcOEt 100% 50 10-11 3,0
AcOEt-MeOH 10% 40 12 57,4
13 36,3
AcOEt-MeOH 20% 40 14 34,2 PRA 11(14)14
P5
AcOEt-MeOH 50% 50 15-18 36,5
AcOEt-MeOH 60% a 100 19-22 4.1
AcOEt-MeOH 80%
MeOH 100% 50 23-25 1,6

A fracdo PRA 11(14)14 resultou no composto P5 ja isolado anteriormente.
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3.4.4.2. Estudo da fracao PRA 14

A partir de 92,5 mg da fracao PRA 14 foi realizada uma coluna
cromatografica de silica-gel (6 = 1 cm), eluida com hexano, acetato de etila e

metanol, coletando 24 fragbes que foram reunidas apds analise em CCD (Tabela
18).

Tabela 18: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRA 14.

Eluente Volume Fracoes Massa Caédigo
(mL) reunidas (mg)
Hexano-AcOEt 50% a 150 1 0,1
Hexano-AcOEt 60% 2-6 0,5
Hexano-AcOEt 70% 40 7-10 1,1
Hexano-AcOEt 80% a 80 11-12 43,2 PRA 14
AcOEt 100% (11-12)
AcOEt-MeOH 10% 40 13 26,0 PRA 14(13)
AcOEt-MeOH 20% a 60 14-16 13,5
AcOEt-MeOH 30%
AcOEt-MeOH 50% a 150 17-21 2,2
AcOEt-MeOH 80%
MeOH 100% 80 22 1,3
23 1,1
24 2,1

O estudo das fragdes PRA 14(11-12) e PRA 14(13) teve continuidade por
se apresentarem menos complexas em CCD.



48

3.4.4.2.a. Estudo da fragcao PRA 14(11-12)

A fragdo PRA 14(11-12) foi analisada em CCD e apresentou uma
mancha cinza-esverdeada quando revelada em anisaldeido, porém a analise
espectroscopica de RMN "H revelou que a amostra estava impura. A partir de 43,2
mg da fragcdo PRA 5.4 foi realizada uma coluna cromatografica de silica-gel (6 = 1
cm), eluida com hexano, acetato de etila e metanol, e as fracdes foram

combinadas conforme analise realizada em CCD (Tabela 19).

Tabela 19: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao 14(11-12)

Eluente Volume Fragoes Massa Mistura
(mL) reunidas (mg) Isolada
Hexano-AcOEt 50% 100 1-2 0,2
Hexano-AcOEt 60% a 270 3-9 34,8 PRA
AcOEt-MeOH 20% 14(11-12)3-9
P7+P8
AcOEt-MeOH 30% a 60 11-13 24
AcOEt-MeOH 60%
AcOEt-MeOH 80% 40 14-15 1,5
MeOH 100% 100 16-17 3,0
18-20 0,1

A fracdo PRA 14(11-12)3-9 foi submetida a uma filtragdo em Sephadex
LH20 eluida com metanol (100 mL). Uma das seis fragdes resultantes (7,7 mg) foi

lavada com acetona resultando na mistura P7+P8 ja isolada anteriormente.
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3.4.4.2.b. Estudo da fragcao PRA 14(13)

Na fragdo PRA 14(13) foi evidenciada uma mancha esverdeada em
CCD, quando revelada com anisaldeido, e esta foi encaminhada para analise de
RMN "H. Uma vez que o espectro resultou em sinais de impureza, a amostra foi
filtrada em coluna Sephadex LH-20, utilizando agua e metanol, conforme Tabela
20.

Tabela 20: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRA 14(13)

Eluente Volume Fracoes Massa Composto
(mL) reunidas (mg) Isolado

Agua 210 1-7 0,2
8-10 1,4
11 0,8

Agua-MeOH 25% 30 12-13 3,6 PRA 14(13)

12-13
P9

14-17 1,9
18 1,4
Agua-MeOH 50% 40 19 1,2
20 0,2
Agua-MeOH 75% 20 21-24 0,5
MeOH 100% 40 25-26 0,3
27-29 1,2

A fragdo PRA 14(13)12-13 resultou no composto P9.
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3.4.5. Estudo da fracao PRC

Parte da fracdo cloroférmica PRC (1,0924g) foi submetida a coluna
cromatogréfica de silica-gel (6 = 2 cm), eluida com hexano, acetato de etila e
metanol, e as fracbes obtidas foram combinadas de acordo com o perfil
cromatografico observado em CCD (Tabela 21). O procedimento utilizado no

estudo desta fragao segue representado no Esquema 10.

Cloroformio

PRC
1,09249g
CC Silica-Gel
Hex/AcOEt/
MeOH
| |
PRC 32-42 PRC 127-135
CC Silica-Gel
Hex/AcEOt/
MeOH
| |
PRC 32-42 PRC 32-42
(10-16) (35)
P10
3,2 mg

Esquema 10: Procedimento utilizado no estudo da fragao cloroférmica das folhas

de Palicourea rigida.
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Tabela 21: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRC

Eluente Volume Fragcoes Massa Cadigo
(mL) reunidas (mg)
Hexano 100% a 450 1-27 9,2
Hexano-AcOEt 10%
Hexano-AcOEt 12% a 230 28-31 4,8
Hexano-AcOEt 35% 32-42 22,6 PRC 32-42
Hexano-AcOEt 40% a 440 43-78 337,5
Hexano-AcOEt 75%
Hexano-AcOEt 80% a 260 79-96 357,3
AcOEt-MeOH 10%
AcOEt-MeOH 12% a 260 97-126 179,7
AcOEt-MeOH 50%
AcOEt-MeOH 80% a 160 127-135 40

Metanol 100%

As fracbes que apresentaram massa suficiente foram estudadas
quimicamente, porém apenas a PRC 32-42 conduziu ao isolamento de um

composto, conforme sequéncia.
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3.4.5.1. Estudo da fragcao PRC 32-42

A fragcdo PRC 32-42 (22,6 mg) foi submetida a coluna cromatografica de
silica-gel (6 = 0,6 cm) eluida com hexano, acetato de etila e metanol. A
combinacdo das fragdes pela analise em CCD revelou os seguintes dados

apresentados na Tabela 22.

Tabela 22: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRC 32-42

Eluente Volume Fragoes Massa Composto
(mL) reunidas (mg) Isolado
Hexano 100% a Hexano- 95 1-6 <1
AcOEt 5%
Hexano-AcOEt 7% 20 8-9 1,8
Hexano-AcOEt 8% a 70 10-16 8,1 PRC 32-42
Hexano-AcOEt 12% (10-16)
P10
Hexano-AcOEt 14% a 30 17-19 24
Hexano-AcOEt 18%
Hexano-AcOEt 20% a 120 20-31 2,7
Hexano-AcOEt 80%
AcOEt 100% a 30 32-33 <1
AcOEt-MeOH 5% 34 3,3
35 3,1

A fracdo PRC 32-42(10-16) apresentou-se como um solido amarelado que

foi lavado com acetona. O sobrenadante foi separado (3,2 mg) e resultou em P10.
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3.4.6. Estudo da fragcao PRH

Parte da fracdo hexanica PRH (1,6696g) foi submetida a coluna
cromatografica de silica-gel (6 = 1,5 cm), eluida com hexano, acetato de etila e
metanol, e as fragdes foram combinadas de acordo com a semelhanga observada
em CCD. O resultado encontra-se na Tabela 23 e o tratamento destinado a fragao

PRH esta representado no Esquema 11 a seguir.

Tabela 23: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRH

Eluente Volume Fragcoes Massa Cddigo
(mL) reunidas (mg)
Hexano 100% 150 1-4 158,7
Hexano-AcOEt 10% 70 5-6 373,7 PRH 5-6
Hexano-AcOEt 20% a 210 7-10 218,0
Hexano-AcOEt 30%
Hexano-AcOEt 35% 80 11 19,3
12 22,5
Hexano-AcOEt 40% 110 13-16 54,8
Hexano-AcOEt 50% 160 17 27,6
18-20 27,2
Hexano-AcOEt 60% a 130 21-26 40,1
Hexano-AcOEt 70%
Hexano-AcOEt 80% a 160 27 3,7
Hexano-AcOEt 90% 28-36 42,5
AcOEt 100% 100 37-41 26,4
AcOEt-MeOH 10% 100 42 14,5
43 18,0
44-45 52,3
46 69,1

47-55 122,2
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A fracdo PRH 5-6 teve seu estudo quimico continuado. As demais fragdes
com maiores massas PRH 1-4, PRH 7-10 e PRH 47-55 foram estudadas, mas n&o

resultaram em isolamento de compostos.

Hexano

PRH

1,6696 g

CC Silica-Gel

Hex/AcOEt/

MeOH
[ PRH 5-6 }

( cc Silica-Gel )
Hex/AcOEt/
\_ MeOH Y,
) I N 1
PRH 5-6(3-4) [ PRH 5-6(5) }
U J
CC Silica-Gel CC Silica-Gel
Hex/AcOEt Hex/AcOEt
[ PRH 5-6(3-4)6-7 } ( PRH 5-6(5)5 )
U J
_ f | \
cc Silica-Gel P11+P12+P13
Hex/AcOEt 10,2 mg
. J
PRH 5-6(3-4)6-7(3)
U J
( P14 )
3,2 mg
. J

Esquema 11: Procedimento utilizado no estudo da fracdo hexéanica das folhas de

Palicourea rigida.



95

3.4.6.1. Estudo da fragcao PRH 5-6

A partir de 373,7 mg da fragdo PRA 5-6 foi realizada uma coluna
cromatografica de silica-gel (6 = 1,0 cm) eluida com hexano, acetato de etila e

metanol, que resultou nos dados apresentados na Tabela 24.

Tabela 24: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRH 5-6

Eluente Volume Fragoes Massa Cdédigo
(mL) reunidas (mg)
Hexano 100% 130 1-2 0,1
Hexano-AcOEt 10% 150 3-4 160,1 PRH 5-6
(3-4)
5 53,4 PRH 5-6(5)
6 29,3
7-8 2,4
Hexano-AcOEt 20% 100 9 16,3
10 3,0
Hexano-AcOEt 30% a 250 11-16 4,2
AcOEt 100%
AcOEt-MeOH 10% 50 17-18 9,7

As fracbes PRH 5-6(3-4) e PRH 5-6(5) apresentaram massa suficiente para

dar continuidade ao estudo cromatografico, em sequéncia.
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3.4.6.1. a. Estudo da fragao PRH 5-6 (3-4)

A fragdo PRH 5-6(3-4) (160,1 mg) foi submetida a coluna
cromatografica de silica-gel (6 = 1,0 cm) eluida com os solventes especificados

abaixo. As fragdes foram combinadas de acordo com o perfil cromatografico
observado em CCD (Tabela 25).

Tabela 25: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao

PRH 5-6(3-4)
Eluente Volume Fracao Massa Cadigo
(mL) reunida (mg)
Hexano 100% 100 1-2 1,0
3-4 18,5
Hexano-AcOEt 10% 50 5 73,5
6-7 32,6 PRH 5-6(3-4)
6-7
8-11 16,2
Hexano-AcOEt 20% 30 12 4,8
13-14 11,5
Hexano-AcOEt 35% 30 15-16 4.1
17-18 15,2

Hexano-AcOEt 50% 70 19-24 14,6
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3.4.6.1. a.1. Estudo da fragao PRH 5-6(3-4)6-7

A fracdo PRH 5-6(3-4)6-7 (32,6 mg) foi submetida a coluna
cromatografica de silica-gel (6 = 1,0 cm), eluida com hexano e acetato de etila,

resultando nos dados da Tabela 26.

Tabela 26: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao
PRH 5-6(3-4)6-7

Eluente Volume Fracoes Massa Composto
(mL) reunidas (mg) isolado

Hexano 50 1 3,8
Hexano-AcOEt 5% 50 2 2,2

Hexano-AcOEt 10% 50 3 3,2 PRH 5-6(3-4)

6-7(3)
P14

4 0,7
5-6 0,1
Hexano-AcOEt 50% 20 7-8 1,8

A fracdo PRH 5-6(3-4)6-7(3) mostrou uma unica mancha rosa em CCD

quando revelada em anisaldeido, resultando em P14.
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3.4.6.1. b. Estudo da fragao PRH 5-6(5)

A partir de 53,4 mg da fracdo PRA 5-6(5) foi realizada uma coluna
cromatografica de silica-gel (6 = 1 cm), eluida com hexano e acetato de etila, que

resultou nos dados apresentados na Tabela 27.

Tabela 27: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRH 5.6(5)

Eluente Volume Fragoes Massa Mistura

(mL) reunidas (mg) isolada
Hexano 50 1-3 0,0
Hexano-AcOEt 10% 50 4 17,9

5 25,8 PRH 5-6(5)5
P11+P12+P13

Hexano-AcOEt 20% 50 6-7 2,7
Hexano-AcOEt 50% 40 8 1,9
9 0,4
10 1,6

A fragéo reunida de numero 5 (25,8 mg) foi lavada com hexano e a fragcéo
remanescente (10,2 mg) forneceu a mistura P11+P12 +P13.
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3.5. Estudo quimico das flores de Palicourearigida

3.5.1. Coleta, obtencdo do extrato bruto das flores e

fracionamento.

As flores de P. rigida (m=50,58g) foram coletadas no cerrado goiano
(exsicata #27148). Em seguida, as flores foram secas, moidas e submetidas a
extracdo exaustiva em metanol.

Parte do extrato bruto obtido (2,8256.g) foi solubilizado em metanol:agua
(1:1) e particionado em hexano, cloroféormio e acetato de etila, resultando nas
fragdes hexano (160 mL; 0,5008 g; PRHF); cloroférmio (160 mL; 0,2530 g; PRCF);
acetato de etila (190 mL; 0,3298 g; PRAF) e hidrometandlica remanescente
(1,6084 g; PRHMF) de acordo com o Esquema 12. A fragdo hexénica néao foi
estudada porque, nesta ocasido, foi priorizada a busca pelos constituintes mais

polares da planta.

Extrato bruto
P.rigida

(flores)
2,8256 g

Particao
Hex/CHCIs/
AcOEt/
MeOH

Hexano Cloroférmio Acetato de Hidrometanol
PRHF PRCF etila PRHMF
0,5008g 0,25309g PRAF 1,6084g
0,3298¢g

Esquema 12: Procedimento utilizado no fracionamentro do extrato bruto das flores

de Palicourea rigida.
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3.5.2. Estudo da fragao PRHMF

Parte da fragdo PRHMF (184,4 mg) foi submetida a uma filtragdo em
Sephadex LH-20 utlizando agua e metanol conforme Tabela 28. O tratamento

realizado com a fracdo PRHMF esta representado no Esquema 13.

Hidrometanol

PRHMF
184,4mg
Sephadex
LH-20
H.O /MeOH
[ |
PRHMF 3-7 PRHMF 10-13
Sephadex P16
LH-20 7,6 mg
H,O /MeOH
PRHMF 3-7 )
(15-18)
J
P15 h
4,7 mg
J

Esquema 13: Procedimento utilizado no estudo da fracdo hidrometandlica das

flores de Palicourea rigida.



Tabela 28: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRHMF
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Eluente Volume Fragoes Massa Caédigo
(mL) reunidas (mg)
Agua 20 1-2 0,1
3-7 81,3 PRHMF 3-7

8-9 51

Agua-MeOH 25% 10 10-13 7,6 PRHMF 10-13

P16

14-17 1,8
Agua-MeOH 50% 10 18-20 0,7
Agua-MeOH 75% a 10 21-22 2,1

MeOH 100%

A fracdo combinada PRHMF 10-13 foi analisada em CCD e apresentou

uma unica mancha em CCD quando revelada em Dragendorf, conduzindo ao

isolamento do composto P16.

O estudo da fragdo PRHMF 3-7 esta descrito a seguir.
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3.5.2.1 Estudo da fragao PRHMF 3-7
A fragcdo PRHMF 3-7 (81,3 mg) foi submetida a uma filtracdo em Sephadex
LH-20, utilizando agua e metanol, sendo que trinta e trés fragées foram coletadas

e reunidas apés analise em CCD (Tabela 29).

Tabela 29: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRMF 3-7

Eluente Volume Fragoes Massa Composto
(mL) reunidas (mg) isolado

Agua 10 1-7 3,7
Agua-MeOH 25% 15 8-9 11,1
11-14 19,5

Agua-MeOH 50% 10 15-18 4,7 PRMF 3-7(15-18)

P15

Agua-MeOH 75% 10 19-26 1,2
MeOH 100% 25 27 53
28-29 1,0
30-33 3,7

A fragdo PRMF 3-7(15-18) revelou uma mancha em Dragendorf e resultou
no composto P15.
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3.5.3. Estudo da fracao PRAF

Parte da fragao PRAF (214 mg) foi submetida a uma filtragdo em Sephadex
LH-20 utlizando como solvente agua e metanol e, apdés analise do perfil
cromatografico em CCD, as fragdes obtidas foram reunidas (Tabela 30). O

tratamento destinado a fragcdo PRAF esta representado no Esquema 14.

Acetato de etila
PRAF
214,0 mg

Sephadex
LH-20
H.O/MeOH

| |
PRAF 6 PRAF 27-37

P5+P17
12 mg

Esquema 14: Procedimento utilizado no estudo da fracdo acetato de etila das
flores de Palicourea rigida.
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Tabela 30: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRAF

Eluente Volume Fragoes Massa Mistura
(mL) reunidas (mg) isolada
Agua 100% 10 1-2 0,1
3-5 22,3
6 12,0 PRAF 6
P5+P17
Agua-MeOH 25% 15 7-8 12,8
9-12 10,8
13-14 5,6
Agua-MeOH 50% 10 15-18 6,3
Agua-MeOH 75% 15 19-26 8,7
MeOH 100% 40 27-37 1,6

A fracdo PRAF 6 resultou na mistura P5+P17. Demais fragdes foram

estudadas, porém n&do conduziram ao isolamento de compostos.
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3.5.4. Estudo da fragcao PRCF

Parte da fracdo PRCF (227,5 mg) foi submetida a coluna
cromatografica de silica-gel (6=2,0 cm), eluida com hexano, acetato de etila e
metanol, e as fragdes resultantes foram combinadas de acordo com o perfil
cromatografico observado em CCD (Tabela 31). O procedimento realizado com a

fracdo PRCF esta representado no Esquema 15.

Cloroformio

PRCF
227,5mg
CC Silica Gel
Hex/AcOEt/MeOH
i |
PRCF 15 PRCF 56-57
P18
4,0 mg

Esquema 15: Procedimento utilizado no estudo da fracdo cloroférmica das flores

de Palicourea rigida.
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Tabela 31: Dados sobre a cromatografia em coluna no estudo da fragao PRCF

Eluente Volume Fracoes Massa Composto
(mL) reunidas (mg) isolado
Hexano a Hexano-AcOEt 210 1-10 5,90
20%
Hexano-AcOEt 30% 70 11-14 53
Hexano-AcOEt 40% 70 15 5,0 PRCF 15
P18
Hexano-AcOEt 50% 70 16-19 6,0
20-21 55
Hexano-AcOEt 60% a 140 22-24 65,0
Hexano-AcOEt 70%
Hexano-AcOEt 80% 70 25-29 6,0
Hexano-AcOEt 90% a 140 30-39 48,0
AcOEt 100%
AcOEt-MeOH 10% a 140 40-50 13,0
AcOEt-MeOH 20%
AcOEt-MeOH 30% a 140 50-55 8,6
AcOEt-MeOH 40%
AcOEt-MeOH 50% a 140 56-57 16,7

AcOEt-MeOH 60%

A fracdo PRCF15 apresentou cristais que resultaram no composto P18.
Demais fragbes nao foram estudadas por apresentarem massa insuficiente e/ou

complexidade em CCD quando revelada com anisaldeido.
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3.6. Avaliacdao das atividades moluscicida, antioxidante e

antiinflamatoéria de Palicourea rigida

3.6.1. Avaliagao da atividade moluscicida

O bioensaio para determinacao da atividade moluscicida frente ao caramujo
Biomphalaria glabrata foi realizado no Departamento de Farmacia e Farmacologia
da UEM, sob orientagdo da Professora Doutora Maria Lucilia Motinha Zamuner de
acordo com a metodologia descrita por Hostettmann et al. (1982). O procedimento
foi iniciado transferindo 200 L de DMSO em 40 mg de extrato vegetal, seguida da
diluicdo em 100 mL de agua do aquario (agua do local de manutengdo dos
caramujos). Essa solugao foi dividida em igual volume para dois béqueres e, em
cada um deles, foram adicionados dois caramujos. Apds 24 horas em contato com
a solugcado teste foram verificados os batimentos cardiacos dos moluscos (via
microscopio) que, em sequéncia, foram transferidos para um recipiente com agua
de aquario. Apds 24 horas, o procedimento foi repetido. O controle (branco) foi
realizado nas mesmas condigdes, porém isento do extrato, e o teste € considerado
positivo quando os caramujos demonstram alteracdo em seus batimentos

cardiacos, incluindo a morte.
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3.6.2. Avaliagao da atividade antioxidante.

O ensaio para avaliar a atividade antioxidante foi realizado de acordo com a

metodologia descrita em Thaipong et al. (2006), no Departamento de Bioquimica

da UEM, sob coordenacédo da Professora Doutora Rosane Marina Peralta.

Para a realizagdo do teste foram preparadas as seguintes solugdes:

solugdo estoque: solucdo metandlica de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil,
DPPH, (0,024g/100mL);

solucéo trabalho: 10 mL da solucao estoque e 45 mL de metanol;
solugdo controle: 150 pL agua destilada e 2850 pL de solugéo
trabalho

controle positivo (butilidroxitolueno, BHT, 0,02%): 150 yL de BHT e
2850 pL de solugao trabalho

solucdes da amostra de extrato bruto em diferentes concentracdes
(100; 250; 500; 750; 1000 pg/mL), onde 150 pyL de cada amostra
foram adicionados em 2850 pL de solugao trabalho;

solugbes da amostra da fragao acetato em diferentes concentracdes
(50; 100; 250; 500 pg/mL), onde 150 pyL da amostra foram
adicionados em 2850 pL de solugéo trabalho;

solugcbes da amostra da fragdo metandlica em diferentes
concentragdes (150; 200; 250; 300; 350; 400 ug/mL), onde 150 uL da

amostra foram adicionados em 2850 pL de solucéo trabalho;

Apods as adigdes referidas acima, a quantificagado da descoloragéao foi obtida

pela leitura no espectrofotometro UV-VIS, a 515 nm, apds 24 h de reagdo no

escuro a temperatura ambiente. A concentragdo da amostra necessaria para

atingir 50% de atividade sequestradora de radicais DPPH, ICsy, foi calculada pela

equacao: (%)=[(1-A)+Ac] x 100, onde A é o valor de absorbancia da amostra e A

€ o valor de absorbancia da solugao controle.
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3.6.3. Determinagao de compostos fendlicos.

A determinagdo de compostos fendlicos foi realizada segundo Método de
Folin-Ciocalteu’s (Singlenton e Rossi, 1965), com o extrato de P. rigida e as
mesmas fragdes mencionadas anteriormente. Esta avaliagdo também ocorreu no
Departamento de Bioquimica da UEM, sob orientacdo da Professora Doutora
Rosane Marina Peralta.

Uma aliquota da amostra foi diluida para um volume final de 2 mL em agua
destilada e, posteriormente, foi adicionado 0,3 mL de carbonato de sédio 1,9 M e
0,1 mL de reagente Folin Ciocalteu 1N. As solugdes permaneceram em repouso
por 1 hora no escuro e, em seguida, as absorbancias foram determinadas a 725
nm. Os compostos fendlicos totais foram determinados seguindo a relagao: Abs x f

x diluicdo, sendo Abs a absorbancia e f o fator de calibracdo da catequina.
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3.6.4. Avaliacao da atividade antiinflamatoria

A atividade antiinflamatoria foi realizada de acordo com a metodologia
descrita em Van Harman (1974), no Departamento de Farmacia e Farmacologia
da UEM, sob responsabilidade da Professora Doutora Ciomar A. Bersani Amado.

Para realizagcdo do teste antiinflamatério de Edema de Orelha Induzido
foram utilizados grupos de camundongos Swiss (n=6) machos, adultos, pesando
entre 25-35 g.

Os extratos e fragcbes da espécie vegetal P. rigida foram aplicados
topicamente nas orelhas (n=6); 5mg; 2,5 mg ou 1,25 mg/orelha; imediatamente
apoés a aplicacado do 6leo de créton (200 pg). A indometacina (Indo), aplicada por
via topica (1 mg), foi utilizada como antiinflamatério de referéncia (controle
positivo) e a acetona 70% utilizada como veiculo. Apés 6 horas, os animais foram
sacrificados e, de cada orelha, foram retirados discos de 7mm de didmetro para
posterior pesagem em balanga analitica. O edema foi medido pela subtragcao do
peso da orelha que recebeu apenas o veiculo daquele que recebeu o agente
irritante.

Neste ensaio foram avaliados o extrato bruto e as fragdes hexanica,
cloroférmica e metandlica das folhas de P. rigida. A fracdo acetato de etila desta
espécie nao foi avaliada, pois houve dificuldade de solubilizagdo da amostra no
momento do ensaio. Diante de tal fato, & possivel que a amostra tenha degradado
ou polimerizado. Para as flores de P. rigida, o ensaio foi realizado com o extrato

bruto e fracbes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e metandlica.
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4. Resultados e discussao

O estudo quimico de Palicourea rigida resultou no isolamento de oito
compostos e trés misturas, sendo pertencentes a classe dos alcaldides (P15;
P16); iridoides (P5; P6; P5+P17); flavondides (P9; P7+P8); antraquinonas (P10);
cumarinas (P18); esterdides (P11+P12+P13) e terpendides (P14).

Analogamente, o estudo quimico de Palicourea coriacea resultou no
isolamento de dois compostos, sendo um alcaldide (P1) e um flavondide (P4) e

uma mistura de terpendides (P2+P3).

4.1. Alcaldides

4.1.1. Composto P16

O composto P16 foi isolado da fragao metandlica das flores de P. rigida,
como um constituinte majoritario de uma mistura.

No espectro de RMN de 'H para P16 foram observados um duplo dupleto
em 3 3,52 (8,4 e 3,3 Hz) e um triplo dupleto em & 3,97 (8,4 e 4,8 Hz), conforme

Figura 3 abaixo.
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Nos espectros de RMN de *C e DEPT (Figura 4) foram observados trés
sinais de carbonos metinicos em § 76,3; 68,6 e 71,3; dois sinais de carbonos
metilénicos em 6 41,1 e 38,9; além de dois sinais de carbonos nao ligados a
hidrogénio em & 77,6 e 181,9. Especificamente o sinal em 3 41,1 evidenciava a

presenga de carbono ligado a nitrogénio e o sinal em 6 181,9 indicava a presenca

de um grupo carbonilico.

T T T T LA B B B e e B SN I Rt B B L B B B LI i B B e B T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

|:'||.r|:'1—|'1—r—|—|—|—:—|—.——-r"r_'rrr'||- T T - T r'||1'|!'.'"'|"'.'".'"'ll':||‘_'|'|'1."‘.'r['“-";""ﬂ'v'-v—r"r-
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 4: Espectro de RMN de '*C e DEPT para P16.
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Desta maneira, os sinais mencionados indicavam a presenga de um nucleo
pirrolizidinona para o composto P16. No entanto, o espectro no I.V. (Figura 5) ndo
apresentava a banda caracteristica de grupo carbonilico. Neste espectro foram
observadas as bandas de absorcdo vmax. (cm™) em 3439; 1595,3; 1640,0; 1450,0;
1394,0; 1273,3; 1120,3; 1148,0; 1076,0 e 700,0. A banda de absorcao fraca em
3439 cm™ foi associada a deformacao axial N-H, bem como a banda em 1640 cm™
a deformacéo angular N-H. As bandas 1120,3 e 1273,3 podem ser referentes as
deformacdes axiais do grupo C-N que geralmente aparecem em 1250 cm™ e 1020

cm™.

90 -
80 -
70 -
60 -
50
40 -
30 -
20 A
10 -

3400 2400 1400 400

Figura 5: Espectro no |V para P16.

Apés a realizacdo de uma extensa pesquisa bibliografica na literatura, foi
encontrado o alcaldide nortropanico calistegina N1 que foi usado como modelo
(Asano et al., 1996).
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Para a calistegina N1, é caracteristica uma magnitude em torno de 8,0 Hz
de constante de acoplamento entre os hidrogénios H2 e H3 evidenciando um
acoplamento trans axial-axial e uma magnitude de aproximadamente 3,0 Hz
referente ao acoplamento em W a longa distancia entre os hidrogénios H2 e H7.
Para o composto P16, no espectro de RMN de 'H, foram observadas as
constantes de 8,4 Hz e 3,3 Hz que foram associadas aos hidrogénios H2 e H3.

Asano e colaboradores (1996) ainda comentam em seu trabalho que o
carbono C1 ndo ligado a hidrogénio em & 78,3 da calistegina N1 a difere
significativamente de outras calisteginas que apresentaram C1 em & 93-94; sendo
que o composto P16 apresentava sinal semelhante em ¢ 78,3. Ademais, os sinais
de carbonos metinicos em 6 76,3; 68,6 e 71,3 para P16 foram atribuidos aos
carbonos carbindlicos enquanto que o sinal em & 181,9 foi atribuido a um carbono
insaturado ligado a nitrogénio, o que explica sua desblindagem.

As semelhancas e diferengas entre os sinais da calistegina N1 e do
composto P16 foram consideradas e, assim, foi proposta a seguinte estrutura para
P16.
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No mapa de contornos 'H x 'H COSY (Figura 6; Tabela 32) foram
observadas as correlagdes entre o hidrogénio H2 em & 3,52 e o hidrogénio H3 em
6 3,97, bem como entre hidrogénio H7 em & 4,09 e o hidrogénio H6 em & 2,01.

Ainda foi revelada a correlagao entre o H3 e os hidrogénios H4 em & 1,87 e 2,00.

Tabela 32: Principais correlagdes homonucleares 'H x 'H observadas no mapa de
contornos COSY para P16.

8 "H (mult.; J em Hz; H) 8 'H (mult.; J em Hz; H)
3,52 (dd; 8,4; 3,3; H2) 3,97 (td; 8,4; 4,8; H3) e 4,09 (m; H7)
3,97 (td; 8,4 ;4,8; H3) 1,87 (m; H4) e 2,00 (m; H4)
4,09 (H7) 1,90 (m; H6) e 2,01 (m; H6)

(ppm]
1 oo
i ! V4
2 ; L &
_!
o] K
] m
4 Al | B
r Vi
—r 2 v
7\ 5 /
6
E ] ,ﬂ
P
?—_ f
A S S S 1 '

F1 (ppm)

Figura 6: Mapa de contornos COSY para P16.
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O mapa de contornos HMQC (Figura 7, Tabela 33) apresentou as

correlagcdes heteronucleares condizentes com a estrutura proposta.

Tabela 33: Principais correlagées heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa
de contornos HMQC para P16.

C 3H ¢

2 3,52 76,3
3 3,97 68,8
4 1,87 € 2,00 41,1
6 1,90 e 2,01 38,9
7 4,09 71,3

No mapa de contornos HMBC (Figura 8) foram observadas as correlagdes
entre o carbono C2 em § 76,3 e os hidrogénios H4 em & 1,87 e 2,00, entre o
carbono C1 em 4 77,6 e o hidrogénio H6 em & 1,90, bem como entre o carbono C4
em 41,1 e o hidrogénio H6 em & 1,90. Demais correlagbes estdo apresentadas na
Tabela 34.
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No mapa de contornos HMBC (Figura 8) foram observadas as correlagdes
entre o carbono C2 em & 76,3 e os hidrogénios H4 em & 1,87 e 2,00, entre o
carbono C1 em & 77,6 e o hidrogénio H6 em & 1,90, bem como entre o carbono C4
em 41,1 e o hidrogénio H6 em 6 1,90. Demais correlagbes estdo apresentadas na
Tabela 34.

Tabela 34: Principais correlagées heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos HMBC para P16.

o (H) ¢ (C)

1,90 e 2,01 (H6) 77,6 (C1)

1,87 € 2,00 (H4) 76,3 (C2)
3,97 (H3)

1,87 e 2,00 (H4) 68,8 (C3)
3,52 (H2)

1,90 (H6) 41,1 (C4)

1,87-2,01 (H4 ou H6) 181,9 (C5)

2,00 (H4) 38,9 (C6)

1,90 (H8) 71,3 (C7)
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Assim, com base nos dados espectrais obtidos, foi concluido que P16

poderia tratar-se de um composto derivado da calistegina N1. (Tabela 35).

Tabela 35: Dados de RMN de 'H e de RMN de "*C para o composto P16 e para a
Calistegina N1

P16 Calistegina N1
C On (mult.; J em Hz) &c (DEPT) &1 (mult.; J em Hz)’ oc (DEPT)
1 77,6 (C) 78,3 (C)
2 3,52 (dd; 8,4; 3,3) 76,3(CH) 3,23 (dd; 8,5; 1,5) 80,7(CH)
3 3,97 (td; 8,4 ;4,8) 68,8(CH) 3,28 (t; 8,5) 77,7(CH)
4 1,87 (m) 41,1(CHy) 3,51 (dd; 8,5; 4,0) 77,5 (CH)
2,00 (m)
181,9(C) 3,26 (dd; 7,0; 4,0) 59,5 (CH)
1,90 (m) 38,9(CHy) 1,73 (m) 25,8(CHy)
2,01 (m) 1,85 (m)
7 4,09 (m) 71,3(CH) 1,34 (m) 32,9 (CHy)
1,91 (m)

(3-ppm; 300 e 75,5 MHz; CD;0D; "D,0)

As calisteginas estdo associadas as atividades de inibicdo de enzimas
glicosidases (Asano et al., 1995 e 1996). Para Asano, as calisteginas sdo bastante
uteis para investigagdo do mecanismo de acgéo e fungado destas enzimas e, desta
forma, o derivado isolado P16 passaria a ser mais um metabdlito viavel para
realizacao de pesquisa com este objetivo.

Nao foram encontrados relatos de alcaldides nortropanicos em Rubiaceas,
sendo este tipo de estrutura mais comum em espécies das familias
Convolvulaceae, Moraceae e Solanaceae (Asano, 1996). Segundo Drager (2003),
os alcaldides tropanicos, em geral, estdo mais distribuidos entre as plantas
Angiospermas, 0 que é o caso das Palicoureas. Drager ainda descreve que a
biossintese das calisteginas ocorre inicialmente a partir da tropinona e de enzimas
redutases e que, também, esta classe de compostos é altamente hidrofilica, sendo

que P16 foi isolado de uma fracdo hidrometandlica. Ha suspeitas de que as
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calisteginas podem causar intoxicagdes, porém mais estudos sdo necessarios
para provar esta agao (Drager, 2003).

E embora a estrutura proposta seja coerente com os dados espectrais
apresentados, a montagem do modelo molecular revelou uma alta tensédo devido a
ligacado dupla em cabeca de ponte. Este fato inviabiliza a proposta estrutural que
deve ser revista.

De qualquer maneira, o isolamento de P16 enriquece o perfil quimico do
género Palicourea e confirma mais uma vez a presenca da classe alcaldides na

espécie P. rigida, bem como sua correta classificagao botanica.
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4.1.2. Composto P15

OH

T OH

OH

O alcaléide acima foi isolado da fragdo metandlica das flores de P. rigida.

No espectro de RMN de 'H (Figura 9) foram observados sinais de
hidrogénios de sistema aromatico em & 7,45 (d; 7,6 Hz; H9); 7,03 (td; 7,6; 1,0 Hz;
H10); 7,12 (td; 7,6; 1,0 Hz; H11); 7,30 (d; 7,6 Hz; H12), bem como sinais de
hidrogénios metilénicos em 6 3,68 (m; H5a); 3,74 (m; H5b); 3,00 (m; H6); 2,11 (td;
13,3; 4,2 Hz; H14a) e 2,36 (t; 13,3 Hz; H14b). Os sinais em & 4,44 (dl; 10,8 Hz);
2,90-3,00 (m); 2,62-2,74 (m) e 5,82 (d; 9,3 Hz) foram atribuidos, respectivamente,
aos hidrogénios metinicos H3, H15, H20 e H21 enquanto que os hidrogénios
olefinicos foram evidenciados em 6 7,57 (sl; H17); 5,20 (d; 10,8 Hz; H18a); 530 (d;
17,4 Hz; H18b) e 5,78-5,90 (m; H19).
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No espectro de RMN de "°C e DEPT (Figura 10), os sinais de carbono em §
107,4 (C7); 112,4 (C12); 119,1 (C9); 120,7 (C10); 123,5 (C11) 127,7 (C8); 130,7
(C2) e 138,4 (C13) mostraram ser de um composto inddlico dissubstituido. Os
sinais em 6 34,2 (C15); 45,9 (C20); 52,5 (C3) e 96,7 (C21) foram associados aos
carbonos metinicos e os sinais em & 153,6 (C17); 119,2 (C18); 136,4 (C19) foram
atribuidos aos carbonos olefinicos. Ainda foram observados sinais de uma
carbonila em & 175,9 e de trés carbonos metilénicos em 6 43,2 (C5); 19,8 (C6) e
35,3 (C14).

O sinal em & 100,5 indicou a presenga de um carbono anomérico e,
portanto, de uma unidade de acgucar, que foi confirmada pelo sinal de hidrogénio
em 4,80 (d; 7,8 Hz) no espectro de RMN de "H. A constante de acoplamento 7,8
Hz sugeriu a configuragao B para esta unidade e o sinal de carbono metilénico em

d 63,2 evidenciou que a unidade é a glicose.
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Figura 10: Espectro de RMN de "*C e DEPT para P15.
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No mapa de contornos 'H x 'H COSY para P15 (Figura 11) as principais
correlacbes observadas foram entre H-20 em 6 2,62-2,74 e H19 em 5,78-5,90
(e/ou H21 em 65,82); H18 em & 5,20 e 5,30 e H19 em 5,78-5,90; H5 em & 3,68 e
3,74 e H6 em & 3,00, entre H3 em 6 4,44 e H14a em 6 2,11 e entre o H14b em §
2,36 e H15 em & 2,90-3,00. As correlagdes entre os hidrogénios aromaticos

também foram evidentes e seguem na Tabela 36.

Tabela 36: Principais correlagdes homonucleares 'H x 'H observadas no mapa de
contornos COSY para P15.

8 'H (mult.; J em Hz; H) 8 'H (mult.; J em Hz; H)

7,03 (td; 7,6; 1,0; H10)

7,12 (td; 7,6 ;1,0; H11)
2,62-2,74 (m; H20)

5,20 (d; 10,8 Hz; H18)
5,30 (d; 17,4 Hz; H18)
3,68 (m; H5)
3,74 (m; H5)
4,44 (dl; 10,8; H3)

2,90-3,0 (m; H15)

7,45 (d; 7,6; H9)
7,12 (td; 7,6; 1,0; H11)
7,30 (d; 7,6; H12)
5,78-5,90 (m; H19)
5,82 (d: 9,3; H21)
5,78-5,90 (m; H19)

3,0 (m; H6)

2,11 (td; 13,3; 4,2; H14)

2,36 (t; 13,3; H14)
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Figura 11: Mapa de contornos COSY para P15.

Pela analise do mapa de contornos HMQC (Figura 12; Tabela 37) de P15
foram observadas as correlagdes entre carbonos e hidrogénios caracteristico de
nucleo inddlico monoterpénico glicosilado, consolidando todas as atribui¢cdes

descritas anteriormente.



Tabela 37: Principais correlagdes heteronucleares 'H x '>C observadas no mapa de
contornos HMQC para P15.

Cc SH d¢c
3 4,44 52,5
5 3,68 43,2
3,74
6 3,0 19,8
9 7,45 119,1
10 7,03 120,7
11 7,12 123,5
12 7,30 112,4
14 2,11 35,3
2,36
15 2,90-3,00 34,2
17 7,57 153,6
18 5,20 119,2
5,30
19 5,78-5,90 136,4
20 2,62-2,74 45,9
21 5,82 96,7
1 4,80 100,5
2 3,24 74,9
3 3,26-3,44 78,1
4 3,18-3,28 71,9
5 3,26-3,44 78,9
6 4,01 63,2

3,67
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Figura 12: Mapa de contornos HMQC para P15

No mapa de contornos HMBC (Figura 13) destacam-se as correlagdes
entre o sinal em 6 107,4 do carbono C7 e o hidrogénio H9 em 5 7,45; entre 6 112,4
do carbono C12 e o hidrogénio H10 em & 7,03; bem como entre o carbono
carbonilico C22 em & 175,9 e o hidrogénio vinilico H17 em & 7,57; entre o carbono
metinico C20 em & 45,9 e os hidrogénios metilénicos H18 em & 5,20 e 5,30 e
também entre o carbono anomérico C1 em 100,5 e o hidrogénio H21 em § 5,82.

Estas e demais correlagbes seguem apresentadas na Tabela 38 e confirmam a

estrutura proposta.
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Tabela 38: Principais correlagdes heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos de HMBC para P15.

5,82 (H21)

dn (H) dc (C)

7,45 (H9) 107,4 (C7)
123,5 (C11)

138,4 (C13)

7,03 (H10) 112,4 (C12)
127,7 (C8)

7,30 (H12) 127,7 (C8)
7,12 (H11) 138,4 (C13)
7,57 (H17) 175,9 (C22)
96,7 (C21)

34,2 (C15)

5,20 e 5,30 (H18) 45,9 (C20)

100,5 (C1)
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A analise dos dados acima em comparagdo com os dados publicados na

literatura para o acido 3 epi-estrictosidinico (Nascimento et al.; 2006) resultou que

P15 era o alcaloide o acido estrictosidinico (Tabela 39).

Tabela 39: Dados de RMN de 'H e RMN de *C para o composto P15 e para o acido 3-

epi-estrictosidinico.

P15 acido 3 epi-estrictosidinico

C Sy (mult.; J em Hz) dc Sy (mult.; J em Hz) d¢

2 - 130,7 - 129,5
3 4,44 (dl; 10,8) 52,5 4,54 (brs) 59,5
5 3,68 (m) 43,2 3,40 (m) 51,0

3,74 (m) 3,60 (m)
6 3,00 (m) 19,8 3,02 (m) 17,3
7 107,4 106,0
8 127,5 127,5
9 7,45 (d; 7,7) 119,1 7,46 (d; 7,8) 119,0
10 7,03 (td; 7,7; 1,0) 120,7 7,05 (td; 7,8; 0,9) 120,6
11 7,12 (td; 7,7; 1,0) 123,5 7,12 (td; 7,8; 0,9) 123,3
12 7,30 (d; 7,7) 112,4 7,32 (d; 7,8) 112,3
13 138,4 138,3
14 2,11 (id; 13,3; 4,2) 35,3 2,25 (id; 11,4; 4,2) 33,0
2,36 (id; 13,3)
15 2,90-3,00 (m) 34,2 2,94 (m) 33,6
16 n.d. 114,5
17 7,57 (sl) 153,6 7,48 (br s) 152,4
18 5,20 (d; 10,8) 119,2 5,22 (d; 10,5) 119,0
5,30 (d; 17,4) 5,30 (d; 17,4)
19 5,78-5,90 (m) 136,4 5,85 (ddd; 17,4; 10,5; 136,5
7,8)
20 2,62-2,74 (m) 45,9 2,68 (m) 45,8
21 5,82 (d; 9,3) 96,7 5,72 (d; 8,1) 96,8
22 175,9 175,0
1 4,80 (d; 7,8) 100,5 4,76 (d; 7,8) 100,3
2 3,24 (dd; 7,8; 8,1) 74,9 3,20 (m) 74,7
3 3,26-3,44 (m) 78,1 3,40 (m) 77,9
4 3,18-3,28 (m) 71,9 3,24 (m) 71,8
5 3,26-3,44 (m) 78,9 3,36 (M) 78,6
6 4,01 (dd; 11,7; 1,8) 63,2 3,96 (brd; 10,5) 63,1
3,67 (dd; 11,7; 6,9) 3,66 (m)

(P2: 8-ppm; 300 e 75,5 MHz; CD3;0D; n.d.=n&o detectado)

O acido estrictosidinico apresenta as atividades analgésicas e antipiréticas
(Nascimento, 2005).
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4.1.3. Composto P1

O composto P1 foi isolado da fragdo butandlica das folhas de P. coriacea.

O espectro de RMN de 'H (Figura 14) apresentou sinais na regido de
hidrogénios de sistema aromatico em & 6,30 (d; J=7,8Hz; H7); 6 7,05 (d; J=7,8Hz;
H4); & 6,78 (t; J=7,8 Hz; H6) e & 6,50 (t; J=7,8 Hz; H5). O singleto em & 2,54
revelou a presenca de hidrogénios metilicos vizinhos ao nitrogénio (N-CHs3) e o

singleto em 6 4,71 foi atribuido ao H8a entre os dois &tomos de nitrogénio.
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Nos espectros de RMN de '*C e DEPT (Figura 15) foi possivel observar o
sinal em & 41,9 referente ao grupo metila ligado ao nitrogénio, dois carbonos

metilénicos em 6 31,7 (C3) e 6 47,6 (C2) e um carbono metinico entre dois

nitrogénios em 6 72,8 (C8a).

- - T e e T T T T B T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 an 20 Ppm

— - ' . v T - ey Lot B | i :
160 140 120 100 80 50 a0 20 ppm

Figura 15: Espectros de RMN de *C e DEPT para P1.
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A analise do espectro bidimensional de 'H x '"H COSY (Figura 16) revelou a
correlagédo do sinal em 6 6,30 (H7) com & 6,78 (H6) entre outras apresentadas na
Tabela 40.

Tabela 40: Principais correlagdes homonucleares 'H x 'H observadas no mapa de

contornos COSY para P1.

8 'H (mult.; J em Hz; H) 8 'H (mult.; J em Hz; H)
6,30 (d; 7,8; H7) 6,78 (t; 7,8; H6)
6,50 (t; 7,8; H5) 6,78 (t; 7,8; H6)

7,05 (d; 7,8; H4)
2,42 (ddd; 13,8; 12,0; 3,9; H2) 1,45 (dd; 13,8; 2,5; H3)
r
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Figura 16: Mapa de contornos COSY para P1.
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das correlagbes observadas no mapa de contornos HMQC

(Figura 17; Tabela 41), como por exemplo oy 4,71 com &¢c 72,8 (8a); on 2,54 com

d¢c 41,9 (N-CHs), foram importantes para a caracterizagao da substancia P1.

Tabela 41: Principais correlagées heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de

contornos HMQC para P1.

C 3 ¢
2 242¢ 2,84 47,6
3 1,45 31,7
4 7,05 125,6
5 6,50 117,8
6 6,78 128,0
7 6,30 113,3
82 4,71 72,8
2,54 41,9

Demais atribuicdes foram feitas com base nas correlagdes observadas no
espectro de HMBC (Figura 18; Tabela 42).

Tabela 42: Principais correlagdes heteronucleares 'H x ">C observadas no mapa de

contornos HMBC para P1.

dn (H) 3¢ (C)
6,78 (H6); 7,05 (H4); 4,71 (H8a) 1458 (C7a)
6,50 (H5) 113,3 (C7)
6,30 (H7) 117,8 (C5)
6,78 (H6) 125,6 (C4)
7,05 (H4) 128,0 (C6)
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Figura 17: Mapa de contornos HMQC para P1.

Demais atribuicdes foram feitas com base nas correlagdes observadas no
espectro de HMBC (Figura 18; Tabela 42).

Tabela 42: Principais correlagdes heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos HMBC para P1.

dn (H) d¢c (C)
6,78 (H6); 7,05 (H4); 4,71 (H8a) 145,8 (C7a)
6,50 (H5) 113,3 (C7)
6,30 (H7 117,8 (C5)

(H7) (
6,78 (H6) 125,6 (C4)
7,05 (H4) 128,0 (CB)
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A concordancia dos dados relatados acima com os dados da literatura
(Vencato; 2004; Adjibade, 1992) para a calicantina (Tabela 43) confirmou a

estrutura proposta.

Tabela 43: Dados de RMN de 'H e de "C para a o composto P1 e para calicantina

P1 Calicantina® Calicantina®
C Sy (mult.; J em 8¢ 6n (mult.; J em Hz) 8¢ Sy (mult.; J em 8¢
Hz) Hz)
2 2,42 (ddd; 13,8; 47,6 2,26 (ddd; 13,2; 46,5 2,26 (ddd; 13,2; 47,3
12,0; 4,0) 11,7; 3,9) 11,6; 4,0)
2,84 (dd; 12,0; 2,60 (ddd; 12,9; 2,62 (ddd; 11,6;
4,0) 6,6; 1,2) 4,0;1,4)
3 1,45 (dd; 13,8; 31,7 1,30 (ddd; 13,2; 31,6 1,29 (ddd; 13,2; 32,5
2,5) 3,9; 1,5) 4,0;1,4)
4 7,05 (d; 7,8) 125,6 6,99 (td; 7,8; 1,2) 116,3 1171
5 6,50 (t; 7,8) 117,8 6,53 (td; 7,8; 1,2) 125,0 125,2
6 6,78 (t; 7,8) 128,0 6,81 (td; 7,8; 1,2) 126,5 127,3
7 6,30 (d; 7,8) 113,3 6,26 (dd;7,8;1,2) 112,0 112,8
32 36,4 3,12 (td; 13,2; 5,7) 35,9 3,13 (td; 13,2; 36,8
5,6)
42 124,2 1244 125,9
72 145,8 145,0 146,2
82 4,71 (s) 72,8 71,0 4,31 (s) 71,8
CH3 2,54 (s) 41,9 2,40 (s) 42,5 2,41 (s) 43,4

(8-ppm; 300 e 75,5 MHz; CD3;0D); (*Vencato; 2004; bAdjibade, 1992)

Dentre as atividades biologicas associadas a calicantina é bastante

conhecida sua ag&o convulsivante (Chebib et al., 2003).
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4.2. Iridoides

O 1 O 1

! 7 O 0 "COOH COOCH;
® > X 3 6 6 N 3
8 9 O

1 OH H
10

0] O 10 10
)
OH
HO OH
P5 R=H (P6) P17

R=frutopiranose (P6)

Os compostos P5 e P6 foram isolados, ambos, da fragcdo metandlica das
folhas de P. rigida, enquanto a mistura P5+P17 foi proveniente da fragcdo acetato
de etila das flores desta mesma espécie. O composto P5 também foi isolado da

fracado acetato de etila das folhas de P. rigida.
4.2.1. Composto P5

A partir dos dados de RMN de 'H (Figura 19) para o composto P5 foi
possivel evidenciar o sinal em & 7,59 referente ao hidrogénio olefinico do éter
enodlico H3, bem como o dupleto em & 5,54 (J=1,5Hz) associado ao hidrogénio do
sistema acetal H1. Os duplos dupletos em de 6 5,25 e 5,33 foram atribuidos aos
hidrogénios do grupo metilénico (H10).

O sinal em & 4,68 (d, J=7,8Hz) foi identificado como sendo do hidrogénio
anomérico H1, confirmando a presenca de uma unidade glicosidica. A magnitude
da constante de acoplamento indicou a configuragéo B para essa unidade. Outros

sinais de hidrogénios glicosidicos foram observados na regido de 6 3,1-3,9.
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Nos espectros de RMN de C e DEPT (Figura 20) para P5 ficaram
evidenciados os sinais de carbonos olefinicos em 6 106,0; 120,8; 133,3 e 153,9. O
sinal em & 168,5 indicou a presenca de carbonila lacténica C11, da mesma
maneira que o sinal em & 62,6 confirmou a existéncia de um grupo metilénico
atribuido a unidade glicosidica. Ainda foram observados os sinais em & 97,9

associado ao carbono C1 e em 8 99,7 referente ao carbono C1.

OH

ppm

160 ' 140 120 100

180 160 140 120 100 80 51 a8 20 ppm

Figura 20: Espectros de RMN de "*C e DEPT para P5.



105

No mapa de contornos 'H x 'H COSY (Figura 21) foram observadas
correlagbes concordantes com a estrutura apresentada para P5, como por
exemplo, as correlagdes entre H6 em 6 1,72 e H7 em & 4,3-4,5; entre H9 em &
2,68 e H5 em & 3,14 ou ainda entre H9 em & 2,68 e H8 & 5,54. Algumas outras

correlagcdes observadas constam na Tabela 44 abaixo.

Tabela 44: Principais correlagdes homonucleares 'H x 'H observadas no mapa de

contornos COSY para P5

5 'H (mult.; J em Hz; H) & 'H (mult.; J em Hz; H)
4,3-4,5 (m; H7) 1,72 (m; H6)
2,68 (m; H9) 3,14 (m; H5)

2,68 (m; HY) 5,54 (dd; 17,1; 9,4; H8)
4,68 (d; 7,8; H1) 3,18 (m; H2)
3,87 (m; H6) 3,30 (m; H5)

|

.

ol |
Ll

F1 (ppm)

Figura 21: Mapa de contornos COSY para P5.
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Pela analise do mapa de contornos HMQC de P5 (Figura 22; Tabela 45) as

atribuicdes descritas anteriormente foram confirmadas.

Tabela 45: Principais correlagées heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos HMQC para P5.

C OH d¢c
1 5,54 97.9
3 7,59 153,9
5 3,14 28,4
6 1,72 25,9
7 4,30-4,50 69,7
8 5,54 133,3
9 2,68 43,8
10 5,25 120,8
| 5,33
1 4,68 99,7
6 3,67 62,6
3,87

A posicao da unidade glicosidica foi determinada pelo mapa de contornos
HMBC (Figura 23), sendo que foi observada a correlagéo do sinal em 64 5,54 (H1)
com 8. 99,7 (C1) e, conforme mencionado anteriormente, a magnitude da

constante de acoplamento indicou a configuragdo [ para esta unidade Outras

correlacdes estao descritas na Tabela 46.
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Figura 22: Mapa de contornos HMQC para P5.

Tabela 46: Principais correlagdes heteronucleares 'H x "*C observadas no mapa de

contornos HMBC para P5.

3u (H) oc (C)
5,54 (H1) 99,7 (C1)
7,60 (H3) 97,9 (C1)

168,5 (C11)
2,68 (H9) 120,8 (C10)
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Os sinais analisados foram concordantes aos da literatura (Takeda et al.,

1999; Prasad et al.,, 2000) para o swerosideo, o que permitiu concluir que o

composto isolado era este iriddide (Tabela 47).

Tabela 47 Dados de RMN de 'H e RMN de *C para o composto P5 e para swerosideo.

P5 Swerosideo® Swerosideo”
C &y (mult.; J em Hz) 8¢ Sy (mult.; J em Hz) Sc Sy (mult.; J em Hz) Sc
1 5,54 (d; 1,5) 97,9 5,48 (d; 1,5) 98,0 5,43 (d; 1,2) 98,1
3 7,59 (d; 2,4) 153,9 7,48 (d: 2,4) 154,0 7,56 (d; 2,4) 154,3
4 106,0 106,0 105,3
5 3,14 (m) 28,4 2,88 (m) 28,4 3,11 (m) 27,3
6 1,72 (m) 25,9 1,61 (m) 25,9 1,71 (m) 25,1
1,71 (m)
7 4,30-4,50 (m) 69,7 4,16 (br t; 11,0) 69,7 4,41 (m) 70,1
4,32 (brdd; 11; 2)
8 5,54 (ddd; 15,8; 133,3 5,48 (ddd; 17,1; 10,1; 133,3 5,56 (m) 132,1
9,4;9,7) 6,8)
9 2,69(ddd; 9,4;54; 438 2,66 (brdd;9,3;6,8) 43,8 2,72 (m) 42,6
1,5)
10  5,25(dd; 9,7;2,0) 120,8  5,25(dd; 10,1;2,0) 120,9 5,25(dd;9,0;2,0) 121,2
5,33 (dd; 15,8; 2,0) 5,33 (dd; 17,1; 2,0) 5,33 (dd; 16,8; 2,0)
11 168,5 168,5 169,7
1 4,68 (d; 7,8) 99,7 99,7 99,4
2 3,18; m 74,7 74,7 3,22 (dd; 8,0; 8,8) 73,7
3 3,37; m 77,8 77,8 3,71 (t; 8,8 Hz) 76,2
4 3,27:m 71,5 71,5 3,31 (m) 70,2
5 3,30; m 78,3 78,3 3,44 (m) 72,1
6 3,67 (dd; 12,0;6,0) 62,6 62,6 3,65 (dd; 12,0;6,0) 61,0

3,87 (dd; 12,0; 2,0)

4,02 (dd; 12,0; 6,4)

(8-ppm; 300 e 75,5 MHz; CD;0D); (*Takeda et al., 1999; ®Prasad et al., 2000)

Este composto também foi isolado no estudo da fragcdo PRM 2.3(2.3)5.6 em

CLAE, sendo que os cromatogramas seguem em anexo.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 24), para o composto P6, foram

observados sinais semelhantes aos do swerosideo, porém com sinais adicionais

de dois hidrogénios olefinicos trans em & 6,31 (d; 15,9 Hz) e 7,57 (d; 15,9) e trés

hidrogénios de sistema aromatico trissubstituido em & 6,76 (d; 8,1 Hz); 6,93 (dd;

8,1e 1,8 Hz) e 7,04 (d; 1,8 Hz) que sugeriram a presenca de uma unidade cafeoil.
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| * T OH
)
HO o | ‘
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HO on " |
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| | |r
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Figura 24: Espectros de RMN de 'H para P5 (a) e P6 (b).



111

Alguns sinais apresentados no espectro de RMN de 'C (Figura 25)
confirmaram a presenca da unidade cafeoil devido aos sinais de carbonos
olefinicos em & 115,8 e 146,8; de carbonos n&o ligados ao hidrogénio em & 149,4
e 149,7; de carbonos metinicos em 6 115,1; 116,5 e 122,9; bem como sinal de

grupo carbonila em 5 168,6.

e - : . - : ' . - - - v T
160 1410 120 100 a0 60 40 20 ppm

MMMW NJAM., _. W»w _L w -~

T T
15|] lﬂi} 40 20

(b)

Figura 25: Espectros de RMN de C para P5 (a) e P6 (b).

ppm
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No mapa de contornos 'H x 'H COSY (Figura 26) para P6 ainda foram
observadas as correlacdes entre H8 em § 6,31 e H7 em 7,57 e entre H5 em §

6,76 e H6 em 6,93, concordantes com a estrutura de uma unidade cafeoil.

‘ T T T | T T T ‘ T T T ‘ T T T 5 T T T T T T ' T
8 7 6 ) 4 3 2 1

F1 (ppm)

Figura 26: Mapa de contornos COSY para P6.
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Em comparagédo com dados da literatura (Kitagawa et al., 1996), a unidade

cafeoil foi mais uma vez confirmada (Tabela 48).

Tabela 48: Dados de RMN de 'H e de "*C para a unidade cafeoil do composto P6 e do 3-
cafeoil-swerosideo

X-cafeoil-swerosideo (P6) 3-cafeoil-swerosideo

5 *C (5 "H; mult.; J em Hz) 5 *C (5 'H; mult.; J em Hz)
1C 128,0 128,6
2 CH 115,1 (7,04; d; 1,8) 115,1 (7,0; d; 2,0)
3 C 149,4 147,6
4 C 149,7 150,3
5 CH 116,5 (6,76; d; 8,1) 117,3 (6,73; d; 8,2)
6 CH 122,9 (6,93; dd; 8,1 e 1,8) 123,7 (6,90; dd; 8,2 e 2,0)
7 CH 146,8 (7,57; d; 15,9) 147,8 (7,54; d; 15,9)
8 CH 115,8 (6,31; d; 15,9) 116,1 (6,30; d; 15,9)
9C 168,9 169,8

Pelos mapas de contornos HMQC (Figura 27) as atribuicdes mencionadas
foram consolidadas (Tabela 49).

Tabela 49: Principais correlagées heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos HMQC para P6.

C B 8¢
1 5,54 98,0
3 7,59 154,0
5 3,10 28,4
6 1,67-1,77 25,9
7 4,31 69,7
4,35
8 5,55 133,3
9 2,70 43,8
10 5,23 120,8
| 5,31
1 4,68 99,7
2 3,18 74,7
3 3,37 77,9
4 3,34 71,5
5 3,28 78,4
6 4,32 64,5
” 4,45
2' 7,04 115,1
5 6,76 116,5
6 6,93 122,9
7 7,57 146,8
8 6,31 115,8
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Ao comparar os sinais espectrais da unidade glicosidica do swerosideo com
os da glicose do composto P6, foi observado um maior deslocamento quimico
para o carbono e o hidrogénio 6.0 grupo cafeoil poderia, assim, estar conectado
em 6, justificando a deslindagem provocada pelo sistema carbonilico o,p-
insaturado presente neste grupo.

Pelo mapa de contornos HMBC (Figuras 28 e 29), foi evidenciada a
correlacdo entre o carbono carbonilico C9 do grupo cafeoil em § 168,9 com os
hidrogénios em & 4,32 e 4,45 (H6). Esta correlacdo confirma a concectividade do
grupo carbonila da unidade cafeoil no carbono 6. As principais correlacdes
observadas seguem na Tabela 50.

Tabela 50: Principais correlagdes heteronucleares *C x 'H observadas no mapa de

contornos HMBC para P6.

3¢ (C) 8u (H)
98,0 (C1) 4,68 (H1)
154,0 (C3) 5,54 (H1)
28,4 (C5) 7,59 (H3)

5,54 (H1)
43,8 (C9) 5,23 (H10)
5,31 (H10)
128,0 (C1) 6,31 (H8")
122,9 (C6) 7,04 (H2)
168,9 (C9) 4,32 (H6)
4,45 (H6)
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No entanto, ainda foram observados nos espectros e mapas de contornos
para P6, sinais adicionais de uma outra unidade glicosidica apresentados na

Tabela 51 a seguir.

Tabela 51: Dados espectrais adicionais observados para P6.

N° RMN C (DEPT) HMQC cCosY HMBC
8¢ O H H
1 62,7 (CH,) 3,66 (m) 3,88
3,88 (m) 3,66
2" 99,2 (C) 3,47
3,65
3 69,4 (CH) 3,78 (m) 3,83
3,88
71,8 (CH) 3,78 (m)
71,3 (CH) 3,83 (m)
65,9 (CHz) 3,47 (m) 3,65 4,31
3,65 (m) 3,47

Estes sinais evidenciaram a presenca de uma frutopiranose, sendo que os
deslocamentos quimicos dos carbonos desta unidade foram comparados com os
da literatura (Duquesnoy et al., 2008), e mostraram semelhanga conforme Tabela
52.
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Tabela 52: Dados de RMN 'H e RMN de "*C para a unidade adicional de agticar

de P6 e para a unidade frutopiranose.

Unidade de agucar (P6) Frutopiranose (livre)

5 3C (8 'H; mult.; J em Hz) 53¢’

1" (CHy) 62,7 (3,66; m) 64,3
(3,88; m)

2" (C) 99,2 99,2

3" (CH) 69,4 (3,78; m) 68,6

4" (CH) 71,8 (3,78; m) 71,0

5" (CH) 71,3 (3,83; m) 70,4

6 (CH,) 65,9 (3,47; m) 63,8
(3,65; m)

DMSO

Inclusive, esta unidade frutopiranose pode estar conectada em C4 do
grupo cafeoil (P6), conforme a correlacdo deste sinal em & 149,7 (C4') com o
hidrogénio H1  da frutopiranose em & 3,88 observada no mapa de contornos
HMBC (Figura 30).

Fz ]
(ppm)

3.70-

3.90

151.5 151.0 150.5 150.0 149.5 149.0 148.5 148.0 147 .5 147.0
F1 (ppm)

Figura 30: Expansao do mapa de contornos HVIBC para P6 .
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Assim, como o0s espectros apresentados evidenciam a presenga de uma
mistura, ainda existe a possibilidade da unidade frutopiranose pertencer a um
outro composto minoritario, ou seja, o composto P6 pode estar misturado a
compostos, como por exemplo, acidos cafeico que contenham a fructopiranose.

De qualquer maneira, os compostos P6 ou P6 podem ser inéditos, bem
como acidos cafeico conectados a frutopiranose conforme hipotese acima. Na
literatura, em comparacdo com P6, ha relato de isolamento de iriddides
pricrosideos que contém a mesma estrutura principal de P6 porém com uma
unidade de glicose conectada ao C4 ou C2 do grupo cafeoil (Zou et al., 2008) e
ndo de uma frutopiranose em C4 como proposto. Para P6, ha relato de unidade
cafeoil conectado ao carbono C3 de um iridoide do tipo swerosideo (Kitagawa,
1996) e ndo ao carbono C6 como proposto.

A determinacgao conclusiva da estrutura para o composto isolado P6 ou P6’

sera realizada por Espectrometria de Massas de Alta Resolucgao.
4.2.3. Composto P17

No espectro de RMN de 'H (Figura 31), para o composto P17, foram
verificados sinais espectrais semelhantes ao swerosideo P5, além de sinal de
hidrogénio metilénico H6 na regido de 6 2,08 e sinal em 6 3,70 (s) atribuido aos

hidrogénios metilicos.
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Figura 31: Espectros de RMN de 'H para P5 (a) e P5+P17 (b).

No espectro de RMN de "*C (Figura 32) o grupo metila foi associado ao
sinal em & 52,3, enquanto que os sinais em & 169,6 e 176,9 evidenciaram a
existéncia de duas carbonilas. A presenga de um grupo metilénico em 6 38,3, ndo

presente no swerosideo P5, evidencia a existéncia de um outro composto. Este
sinal, adiante, foi atribuido ao C6.
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Figura 32: Espectros de RMN de *C para P5 (a) e P5+P17 (b).

No mapa de contornos 'H x "H COSY (Figura 33) as principais correlagdes
observadas foram entre H1 em & 5,47 e H9 em 6 2,75; entre H8 em & 5,50 e H9
em 9 2,75 e também entre H10 em & 5,25-5,39 e H8 em 6 5,50, apresentadas na
Tabela 53.
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Tabela 53: Principais correlagdes homonucleares 'H x 'H observadas no mapa de
contornos COSY para P17

& "H (mult.; J; H) & 'H (mult.; J; H)
5,47(m; H1) 2,75 (m; H9)
5,50 (m: H8) 2,75 (m: HO)

5,35 e 5,29 (m; H10)
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Figura 33: Mapa de contornos COSY para P5+P17.
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Pelo mapa de contornos HMBC (Figura 34) foi possivel detectar as
correlagdes entre a carbonila C11 em 5 169,6 e os hidrogénios metilicos em 6 3,70
e entre a mesma carbonila e o hidrogénio vinilico H3 em & 7,50. Ainda foi
observada a correlagao entre o sinal em 6 28,7 referente ao C5 e o sinal em 6 5,50
do H-8. A conexdo do C1 de unidade glicosidica no C1 da aglicona foi confirmada
pela correlagdo entre o sinal em & 97,6 (C1) e o hidrogénio em & 4,75 (H1). A
magnitude da constante de acoplamento (8,1 Hz) indicou a configuragao B para a

glicose. As correlagdes descritas estao organizadas na Tabela 54 abaixo.

Tabela 54: Principais correlagdes heteronucleares '*C x 'H observadas no mapa de
contornos HMIBC para P5+P17.

3¢ (C) S (H)
169,6 (C11) 3,70 (CH>)
7,50 (H3)
28,7 (C5) 5,50 (H8)

97,6 (C1) 4,75 (H1)
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Demais atribuicbes foram feitas com base nas correlagdes observadas no
espectro de HMQC (Figura 35; Tabela 55).

Tabela 55: Principais correlagées heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos HMQC para P5+P17.

C 6H 60
1 5,47 97,6
3 7,50 153.,8
5 3,20 28,7
6 2,00 38,3
9 2,75 44 9
10 5,35 120,2
5,29
CHs 3,70 52,3
1 475 994
6 3,89 62,1
3,67
_ S o - __ﬁ;______;é:té‘_ gt ‘l—*“‘ — =
EE§FMJ
=
{7 :
s =5 -
! 5
2 ] . T
v & g -
& S
2 a -
| s

150 140 130 120 110 100 90 &8¢ 70 60 50 40 30 20 10
F1 (ppm)

Figura 35: Mapa de contornos HMQC para P5+P17.
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Os sinais analisados foram comparados aos da literatura (Boros et al.,
1991) para a secoxiloganina, o que permitiu concluir que o composto isolado era
este iridoide (Tabela 56).

Tabela 56: Dados de RMN de 'H e RMN de *C para o composto P17 e para

secoxiloganina

P17 secoxiloganina

C 84 (mult.; J em Hz) 8¢ 8 (mult.; J em Hz)’ 8¢
1 5,47 (d; 4,5) 97,6 5,55 (d; 4,4) 97,7
3 7,50 (d; 1,2) 153,8 7,54 (d; brs) 153,6
4 109,8 110,8
5 3,20 (m) 28,7 3,24 (m) 29,3
6 2,0 (m) 38,3 2,63 (dd; 16,0; 4,0) 36,9

2,36 (dd; 16,0; 7,5)
176,9 176,6
8 5,50 (ddd; 16,1;9,3; 132,6 5,71 (ddd; 16,6; 9,5;9,5)  134,7
10,2)
2,75 (m) 44,9 2,79 (m) 454
10 5,35 (d; 16,1) 120,2 5,36 (d; 16,6) 120,5
5,29 (d; 10,2) 5,31 (d; 9,5)
11 169,6 169,2
OCH; 3,70 (s) 52,3 3,75 (s) 51,8
1 4,75 (d; 8,1) 99,4 4,85 (d; 7,7) 99,9
2 74,1 74,7
3 77,7 77,9
4 70,9 71,6
5 77,2 78,4
6 3,89 (d; 11,7) 62,1 3,95 (d; 12,4) 62,8
3,67 (m) 3,75

(8-ppm; 300 e 75,5 MHz; CD30D; D0)
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Conforme mencionado nos objetivos deste trabalho, na literatura existe
apenas um unico relato de isolamento de iriddide no género Palicourea (Lopes et
al., 2004) e, neste contexto, os compostos acima isolados ampliaram o perfil
quimico do género.

Com relagcdo as atividades biolégicas, segundo Ling et al. (2002), os
iridoides glicosilados apresentam um amplo espectro de atividades, como por
exemplo: antitumoral, sedativa, analgésica, antiinflamatoéria, purgativa,
vasoconstritiva, colerética, antimicrobiana e inibitéria das enzimas lipoxigenase e
hialuronidase. Especificamente para o swerosideo, ha relato na literatura de

atividade antibacteriana moderada (Horn et al., 2000).
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4.3. Flavonoides

P7: R'=H; R?>=H; R®>=H

P8: R'=CHj3; R?=H; R3=H

P9: R'=H; R*=glicose; R*=H
P4: R'=H; R>=H; R®*=ramnose

A mistura P7+P8 e o composto P9 foram isolados da fragdo acetato de etila
das folhas de Palicourea rigida enquanto P4 foi obtido da fragdo acetato de etila
das flores de Palicourea coridcea, como um componente majoritario de uma

mistura.
4.3.1. Mistura P7+P8

No espectro de RMN de 'H para a mistura P7+P8 (Figura 36) foi observado
o sinal de hidrogénio de sistema aromatico em 6 6,19 (d; 2,1 Hz) atribuido ao H6,
da mesma forma que o sinal em & 6,38 (d; 2,1 Hz) foi associado ao H8,
confirmando as constantes de acoplamento de 2,1 Hz caracteristicas de padrao
meta. Analogamente, os dupletos em 6 7,70 (2,1 Hz) para P7e 6 7,90 (2,1 Hz)
para P8 revelaram a presenca dos hidrogénios do sistema aromaticos H2, bem
como, em & 6,86 (8,4 Hz) do hidrogénio H5. Ja o sinal de H6 ficaria evidente,
segundo Melos e colaboradores. (2007) como um duplo dupleto em & 7,56. No
espectro ha sinais na regido o 7,56-7,59 que sugerem a presenca deste

hidrogénio. Assim, ao considerar os sinais de maior intensidade desta regiao, foi
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possivel verificar um sinal com deslocamento quimico de 6 7,60 (dd; 2,1 e 8,4 Hz)
para H6. Os sinais de hidrogénios carbindlicos em & 3,2-3,9 evidenciaram a
presenga de uma unidade de agucar com o deslocamento quimico de hidrogénio
anomeérico em 6 5,25 (d; 7,5 Hz). A constante de acoplamento de 7,5 Hz indicou a
configuragao B para esta unidade. Especificamente para o composto P8, também
ficou evidenciado a presenca de um sinal de grupo metila em 6 3,93 (s). Os sinais

acima apresentados mostraram ser caracteristicos de flavonoide glicosilado.



131

'8d+.d eJed H, ®p NINY ap os109ds3 :9¢ eanbiy

18°¢ b L 96°9 15°¢€ & £2°9 12°1
[4 g8 pe 49579 20T GE°§ 8/°1 9z2'¢  £870
] FA g

1 }2_31
| |

| |
% I
_ ,_ i
j | b
_ |- ]
: | ) L 4 9/
| P = .
i ~ _—
| :
| |
[ —
| ot _,
| I
\
| Py :
| B |
h % Y

Y

[T T

128 L
P11

2697~

[T TR



132

No mapa de contornos 'H x 'H COSY (Figura 37) foram observadas

correlagdes concordantes com a estrutura, principalmente entre o H6 em & 7,60 e
H5 em & 6,86 (Tabela 57).

Tabela 57: Principais correlagdes homonucleares 'H x 'H observadas no mapa de

contornos COSY para P7+P8.

& "H (mult.; J emHz; H) & "H (mult.; J em Hz; H)
6,86 (d; 8,4; H5) 7,60 (dd; 2,2; 8,5; H6)
5,25 (d; 7,5; H1) 3,45 (m; H2)

|
Fz o - J
(ppm}
1 4
E ._pd'
g a
o

FL (ppm)

Figura 37: Mapa de contornos COSY para P7+P8.
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O espectro de RMN de "*C para a mistura P7+P8 (Figura 38) confirmou a
presenca de sinais de carbonos carbindlicos em & 158,4 (C2); 135,6 (C3); 163,0
(C5); 166,0 (C7); 159,0 (C9); 145,9 (C3) e 149,8 (C4) com destaque para o sinal
em & 179,5 referente ao carbono carbonilico. Na unidade de agucar, o sinal em &
104,2 foi atribuido ao carbono anomérico C1, bem como o sinal em & 62,5 ao
carbono metilénico C6 , revelando que a unidade em questdo era uma glicose.

Especificamente para o composto P8 ficou evidenciada a presenca de um
sinal de grupo metila em & 56,7. Vale lembrar que o composto foi lavado com
acetona antes de ser enviado para analise espectroscopica, de maneira que

também ha presenca de sinais de grupo metila do solvente nos espectros.
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180 160 w120 100 80 50 40 20 ppm

180 160 140 120 100 a0 60 40 20 ppm

Figura 38: Espectros de RMN de *C e DEPT P7+P8.
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A posicao da glicose para P7+P8 foi confirmada no mapa de contornos de
HMBC (Figura 39) que revelou a correlagédo do carbono C3 em 3 135,6 com o
hidrogénio anomérico em & 5,25. Outras correlagdes observadas em HMBC estédo

apresentadas na Tabela 58.

Tabela 58: Principais correlagdes heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos HMBC para P7 e/ou P8.

Su (H) 3¢ (C)

6,38 (H8); P7+P8 99,8 (C6)
6,19 (H6); P7+P8 94,7 (C8)
7,90 (H2); P8 123,0 (CB)
7,70 (H2); P7 123,2 (CB)
6,86 (H5); P7+P8 123,0 (C6)
123,2 (C6)

7,60 (H6); P7+P8 115,9 (C5)
5,25 (H1); P7+P8 135,6 (C3)
147,3 (C3)
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Ainda no mapa de contornos de HMBC (Figura 39) é possivel evidenciar a
correlacdo entre o sinal em & 147,3 (C3) e os hidrogénios metilicos em & 3,93 para
P8. A posigdo do grupo metoxila em C3 foi confirmada pela técnica de diferenca
de NOE (Figura 40) que apresentou um ganho de intensidade no sinal em & 7,9

(H2) quando irradiado os hidrogénios metilicos.

1.893

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm

Figura 40: Espectro de diferenga de NOE para P8.

O mapa de contornos HMQC (Figura 41; Tabela 59), que também auxiliou

na identificagdo desta mistura, segue abaixo.
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Tabela 59: Principais correlagdes heteronucleares 'H x '3C observadas no mapa de
contornos HMQC para P7+P8.

C OH dc
6 6,19 99,8
8 6,38 94,7
5 6,86 115,9
2 (P5) 7,70 117,5
2 (P6) 7,90 114,3
6 7,60 123,0
1) 5,25 104,2
2 3,45 75,7
3 3,20 78,4
4 3,25-3,40 71,2
5 3,40 78,1
6 3,60 62,5
3,72
CHs (P6) 3,93 56,7
|
I
F2 !
| Cppm}
e -
2
3]
nesond | %é 9 \ -
= a— &
.
61
?_: "

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 4h 30 20 10
F1 (ppm)

Figura 41: Mapa de contornos HMQC para P7+P8.
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Os dados espectroscopicos mencionados anteriormente para P7+P8 foram

comparados aos ja existentes na literatura, confirmando que o composto P7 era a

quercetina 3-O-B-D-glicosideo (Melos et al.; 2007), Tabela 60, e que P8 era a

isoraminetina-3-glicosideo (Lee et al.; 2005), Tabela 61.

Tabela 60: Dados de RMN de 'H e RMN de "*C para o composto P7 e para quercetina 3-
O-B-D-glicosideo.

P7 quercetina 3-O-B-D-glicosideo

C &y (mult; J em Hz) d¢c Sn (mult.; J emHz) d¢c

2 158,4 158,4
3 135,6 135,8
4 179,5 179,5
5 163,0 163,0
6 6,19 (d; 2,1) 99,8 6,17 (d; 2,0) 99,8
7 166,0 166,0
8 6,38 (d; 2,1) 94,7 6,38 (d; 2,0) 94,7
9 159,0 159,0
10 105,7 105,7
1 123,2 123,0
2 7,70 (d; 2,1) 117,5 7,70 (d; 2,0) 116,0
3 145,9 145,9
4 149,8 149,8
5 6,86 (d; 8,4) 115,9 6,85 (d; 8,5) 117,5
6  7,60(dd;2,1;84) 1232 7,56 (dd; 2,0; 8,5) 123,1
1 5,25 (d; 7,5) 104,2 5,24 (d; 7,3) 104,2
2 3,45 (m) 75,7 75,2
3 3,20 (m) 78,4 78,4
4 3,25-3,40 (m) 71,2 71,2
5 3,40 (m) 78,1 78,1
6 3,60 (m) 62,5 62,5

3,72 (m)

(8-ppm; 300 e 75,5 MHz; CD;0D)
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Tabela 61: Dados de RMN de 'H e RMN de *C para o composto P8 e para isoraminetina-

3-glicosideo
P8 isoraminetina-3-glicosideo
C  &u(mult.; J em Hz) 8¢ &4 (mult.; J em Hz)’ 8¢
2 158,5 156,4
3 132,3 133,0
4 179,5 1774
5 163,0 161,2
6 6,19 (d; 2,1) 99,8 6,20 (d; 2,0) 98,7
7 166,0 164,3
8 6,38 (d; 2,1) 94,7 6,44 (d; 2,0) 93,7
9 159,0 156,3
10 105,7 104,0
1 123,2 121,1
2 7,90 (d; 2,1) 114,3 7,94 (d; 2,0) 113,4
3 147,3 146,9
4 149,8 149,4
5 6,86 (d; 8,4) 115,9 6,91 (d; 8,4) 115,2
6 7,60 (dd; 2,1; 8,4) 123,0 7,49 (dd; 2,0; 8,4) 122,0
1 5,25 (d; 7,5) 104,2 5,24 (d; 7,3) 100,8
2 3,45 (m) 75,7 74,3
3 3,20 (m) 78,4 77,5
4 3,25-3,40 (m) 71,2 69,8
5 3,40 (m) 78,1 76,4
6 3,60 (m) 62,5 60,6
3,72 (m)
OCH; 3,93(s) 56,7 3,83(s) 55,7

(3-ppm; 300 e 75,5 MHz; CD;0D; DMSO)
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4.3.2. Composto P9

Para P9, no espectro de RMN de 'H (Figura 42) foram observados,
especificamente para a aglicona, sinais semelhantes aos atribuidos anteriormente
para P7, no entanto, os dados espectrais revelaram uma unidade glicosidica a

mais, devido a presenga de um outro hidrogénio anomérico em 4,75 (d; 7,2 Hz).

OCHg

E:i ' 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

(b). .

Figura 42: Espectros de RMN de 'H para P7+P8 (a) e P9 (b).
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A unidade glicosidica foi determinada na posicdo C2', uma vez que o mapa
de contornos HMBC (Figura 43, Tabela 62) apresentou a correlagdo entre C2 em
§82,9 e H1 em & 4,75. E relevante ressaltar que a presenca dos sinais em & 62,3
(C6') e 62,4 (C6) indicava que os grupos metilénicos das unidades de agticar

estavam livres, ou seja, ndo havia conectividades a partir destes carbonos.

Tabela 62: Principais correlagées heteronuclueares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos HMBC para P9.

Sn (H) d¢c (C)
6,19 (H6) 105,8 (C10)
6,38 (H8) 99,8 (C6)
7,66 (H2) 123,0 (C6)
6,88 (H5) 123,0 (C1)
4,75 (H1") 82,9 (C2)

.
i ‘ . | |
| '
¥ Wiy
e g

105 100 95 90 85 80 75 70
F1 (ppm)

Figura 43: Mapa de contornos HMBC para P9.
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A técnica de diferenca de NOE (Figura 44) também comprova as

conectividades entre as unidades de agucar, pois houve um ganho de intensidade

de sinal na regido de & 3,7-3,8 (H2') ao irradiar H1 .

764
3.311

]
3.387

-

.\\...... . e r v T - S S — - -
52 5.0 4.8 . 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 ppm

Figura 44: Espectro de diferenca de NOE para P9.

Demais atribuicbes foram feitas com base nas correlagdes observadas no
espectro de HMQC (Figura 45; Tabela 63) e COSY (Figura 46; Tabela 64)
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Tabela 63: Principais correlacdes heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa
de contornos HMQC para P9

C 5|-| SC

6 6,19 99,8

8 6,38 94,6

2 7,66 117,7

5 6,88 116,1

6 7,52 123,0

1 5,34 101,2

2 3,7-3,8 82,9

4 3,30-3,44 71,0

5 3,12-3,30 78,3

6 3,46-3,54 62,3

3,60-3,80

1" 4,75 105,0

2" 3,28-3,36 75,6

4 3,30-3,44 70,9

6 3,46-3,54 62,4

3,60-3,80
) k

| F_Z 4
| Cppm}
I

2 |
| 3]

— . P R « e -

. ST

5 | :

o
i 7 *

I_IIED 11EI . I1lIlEI g0 . BI]— ?.IJ. B .BI]. I ?l] . IQ:D . I3!t|. - IZI:E.t_'_’ 1[I .
F1 (ppm)

Figura 45: Mapa de contornos HMQC de P9.
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Tabela 64: Principais correlagdes homonucleares 'H x 'H observadas no mapa de
contornos COSY para P9.

& "H (mult.; J, Hz; H) & "H (mult.; J, Hz; H)
6,88 (d; 8,4; H5) 7,52 (dd; 2,1; 9,0; H6)
5,34 (d; 7,5; H1) 3,70-3,80 (m; H2")
3,12-3,30 (m; H5)) 3,30-3,44 (m; H4)
3,46-3,54 (m; H6)
4,75 (d; 7,2; H1") 3,28-3,36 (m; H2")
" — [ — w— : P re—— e sinc S
(ppm)
| 1 f
2_

a._
9 B
_ o ]
5— 0 '
e a
6|
1 _—
0=
- = .
T a
| pe
8_.:- v - " -
7 6 5 4 3 2 1
F1 (ppm)

Figura 46: Mapa de contornos COSY de P9.
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Os dados espectroscopicos para P9 foram comparados aos relatados na
literatura, Tabela 65, confirmando que este composto era a quercetina 3-O-
soforosideo (Tang et. al.,2007; Price et. al., 1998).

Tabela 65: Dados de RMN de 'H e RMN de *C para P9 e para quercetina 3-O-
soforosideo.

P9 quercetina 3-O-soforosideo
C &y (mult.; J em Hz) 3¢ 34 (mult.; J em Hz)’ 3¢
2 158,5 154,98
3 1351 132,45
4 179,8 176,90
5 163,1 160,72
6 6,19 (d; 2,1) 99,8 6,20 (d; 1,8) 97,98
7 165,9 163,45
8 6,38 (d; 2,1) 94,6 6,40 (d; 1,8) 92,87
9 158,9 155,68
10 105,8 103,39
1 123,0 120,58
2 7,66 (d; 2,1) 117,7 7,56 (s) 115,51
3 145,9 144,27
4 149,8 147,95
S 6,88 (d; 8,4) 116,1 6,84 (d; 9,0) 115,27
6 7,52 (dd; 2,1; 8,4) 123,0 7,61 (d; 8,4) 121,30
1 5,34 (d; 7,5) 101,2 5,48 (d; 7,2) 97,45
2 3,7-3,8 (m) 82,9 82,20
3 78,1 75,99
4 3,30-3,44 (m) 71,0 69,39
S 3,12-3,30 (m) 78,3 76,98
6 3,46-3,54 (m) 62,3 60,08

3,60-3,80 (m)
1 4,75 (d; 7,2) 105,0 4,58 (d; 7,2) 103,66
2 3,28-3,36 (m) 75,6 73,85
3 77,8 75,99
4 3,30-3,44 (m) 70,9 69,04
S 77,9 78,1
6 3,46-3,54 (m) 62,4 62,5
3,60-3,80 (m)

(3-ppm; 300 e 75,5 MHz; CD;0D); *DMSO
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4.3.3. Composto P4

No espectro de RMN de 'H de P4 (Figura 47) foram observados sinais

semelhantes ao de P9, porém ficou evidente um dupleto em & 1,10 (6,0 Hz)

caracteristico de agucar ramnose.

HO HO
| )
| i
|
 d 6 5 4 3 1 ppm
4. *
(b)
OH i ‘
oH | '. ‘
o] 1
o OH | |
OoH | | /
OH [ / 7
P /|
/ ( 3 :
| / | ."/il
2 Ii ‘ J | //l ]
| ho al
- e
F ! ’ /| }i’ f.L ;Il *Ll!"l"r\ - .l I
. I:lhll.l | ;L" | | h[ \L N LW ;"'IU}|ES" H
I A L I J o 7 A
T, ._‘..VI v Wyl JJ""’-__.;I.\"lij‘-"\Jﬁ_wv_‘_m_Mfl\,'\u\“; \"-\J:Wu." "'\--‘\J..H...,h’..'.\.,‘_/\/\___/v' ‘ V;\\_\H—w— ..... _._..."l_
8 7 6 5 a 3 2 1 ppm
32.19 .45 2.33 2 .55 24.16 o 2?: o

Figura 47: Espectros de RMN de "H para P9 (a) e P4 (b).
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Esta unidade de agticar foi comprovada no espectro de RMN de '*C (Figura

48) pela presenga do sinal em & 17,8 referente ao grupo metila.

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 48: Espectros de RMN de "*C para P9 (a) e P4 (b).
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A conexdo da ramnose na glicose foi visualizada no mapa de contornos
HMBC (Figura 49; Tabela 66) pela correlagéo do sinal em & 68,5 do carbono C6'

da glicose com o sinal em 6 4,51 referente ao H1”” da ramnose.

Tabela 66: Principais correlagdes heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos HMBC para P4.

6n (H) 8¢ (C)
5,10 (H1) 123,9 (C1)
4,51 (H1") 68,5 (C6)

72,1 (C3")

78,1 (C5))

7,65 (H2) 123,6 (C6)
)

6,42 (H8) 100,0 (C6
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Os dados referentes ao mapa de contornos HMQC (Figura 50; Tabela 67)

e COSY (Figura 51; Tabela 68) que auxiliaram na identificacdo de P4, seguem

abaixo.

Tabela 67: Princiapais correlagdes heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de

contornos HMQC para P4

C 8H 8¢

6 6,22 100,0
8 6,42 95,0
2 7,65 117,7
5 6,88 116,2
6 7,20 123,6
1 5,10 104,4
2 3,40-3,50 75,5
3 3,26-3,46 77,9
4 3,20-3,36 71,2
5 3,26-3,46 78,1

6 3,3-3,40 68,5

3,70-3,80

1" 4,51 102,3
2" 3,20-3,60 71,9
3 3,20-3,60 72,1

4" 3,20-3,32 73,7
5 3,34-3,46 69,7
6 1,10 17.8
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Figura 50: Mapa de contornos HMQC de P4.

Tabela 68: Principais correlagdes homonucleares 'H x 'H observadas no mapa de
contornos COSY para P4.

& 'H (mult.; J em Hz; H) & 'H (mult.; J em Hz; H)
6,88 (d; 8,4; H5) 7,20 (m; H6)
5,10 (d; 7,5; H1) 3,40-3,50 (m; H2))
3,20-3,32 (m; H4") 3,34-3,46 (m; H5 )

1,10 (d; 6,0; H6 ) 3,34-3,46 (m; H5)
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8 7 6 5 4 3 2 1
F1 (ppm)

Figura 51: Mapa de contornos COSY para P4.

Os dados espectroscopicos para P4 resultaram semelhantes aos ja
existentes na literatura, Tabela 69, confirmando que um dos compostos da mistura

era a rutina (Guvenalp et al.; 2006).



Tabela 69: Dados de RMN de 'H e RMN de °C para o composto P4 e para rutina

154

P4 rutina

Cc On (mult.; J em Hz) d¢c Ou (mult.; J em Hz) dc

2 158,4 158,5
3 135,4 135,6
4 179,3 179,4
5 163,0 162,5
6 6,22 (d; 2,1) 100,0 6,20 (d; 1,8) 99,9
7 165,8 166,0
8 6,42 (d; 2,1) 95,0 6,39 (d; 2,2) 94,8
9 159,4 159,3
10 105,8 105,6
1 123,9 123,1
2 7,65 (d; 2,1) 1177 7,66 (d; 1,8) 117.6
3 145,6 145,8
4 149,6 149,7
5 6,88 (d; 8,4) 116,2 6,86 (d; 8,0) 116,1
6 7,20 (m) 123,6 7,60 (dd; 8,0; 1,8) 123,5
1 5,10 (d; 7,5) 104,4 5,09 (d; 7,8) 104,7
2 3,40-3,50 75,5 75,7
3 3,26-3,46 77,9 3,25-3,47 77,2
4 3,20-3,36 71,2 71,4
5 3,26-3,46 78,1 78,1
6 3,30-3,40 (m) 68,5 3,38 (m) 68,6

3,70-3,80 (m) 3,80 (d; 10,5)

1 4,51 (sl) 102,3 4,51 (d; 1,8) 102,4
2 3,20-3,60 71,9 3,63 (dd; 3,5; 1,5) 72,0
3 3,20-3,60 72,1 3,53 (dd; 9,5; 3,5) 72,2
4" 3,20-3,32 (m) 73,7 3,28 (m) 73,9
5 3,34-3,46 (m) 69,7 3,44 (m) 69,7
6 1,10 (d; 6,0) 17,8 1,11 (d; 6,0) 17.9

(5-ppm; 300 e 75,5 MHz; CD;0D)



155

De acordo com a literatura ha um grande numero de pesquisas que
apontam atividade antioxidante dos compostos acima isolados: Fiorentino, A. et al
(2007); Tachakittirungrod, S. et al (2007); Suzgeg, S. et al (2005); Miliauskas, G. et
al (2004); Mastuda, H. et al (2002); Cioffi, G. et al (2002); entre outros. Também ha
relatos de atividade antibroncoespasmastica para estes compostos (Circosta, C. et
al., 1992), enquanto que a rutina € comercializada em paises europeus € nos
Estados Unidos como anti-hemorragico e para melhoramento das fungdes
capilares (Zuanazzi et al., 2004)

Foérmica e colaboradores (1995), em um estudo com bioflavondides,
apontam a contribuicdo da quercetina em efeitos antiproliferativos e antitumorais.
Esta classe de compostos também tem despertado interesse como agentes
antiinflamatorios (Alcaraz et al., 2004).

A presengca de flavondides em P. rigida e P. coriacea contribui
significativamente para o conhecimento quimico do género, sendo que este é o

primeiro relato de isolamento desta classe de compostos em Palicoureas.
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4.4. Antraquinona

4.4.1. Composto P10

O composto P10 foi isolado da fracédo cloroférmica no estudo das folhas de
P. rigida.

A andlise do espectro de RMN 'H (Figura 52) da substancia isolada
permitiu caracterizar os sinais relativos de atomos de hidrogénio em anel
aromatico entre 8 7,17 e 6 8,13. Foram observados trés sinais tipicos de um
sistema de acoplamento AMX em & 8,04 (s); 8,11 (d; 8,0 Hz) e 7,63 (dd; 8,0 Hz e
1,2 Hz) sendo os dois primeiros sinais atribuidos, respectivamente, aos atomos de
hidrogénio H1 e H4 peri aos grupos carbonila. O dupleto em 6 7,55 (2,4 Hz; H8)
revelou um padrao de acoplamento meta com H6. O outro dupleto em 6 8,13 (8,6
Hz; H5) demonstrou um padrdo de acoplamento orto com H6 confirmado com o
duplo dupleto em 6 7,17 (8,6 Hz e 2,4 Hz; H6) que ainda indica o acoplamento
meta com H8. Na regido de alifaticos foi observado apenas um singleto (3H) em &
2,51 atribuido a um metila ligado a carbono de anel aromatico, o que foi

confirmado nos espectros de RMN "°C e DEPT (Figura 53) pelo sinal em & 20,7.
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Figura 52: Espectro de RMN 'H para P10.
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Os espectros de RMN *C e DEPT (Figura 53) apresentaram também
sinais tipicos de grupos carbonila em & 183,1 e 182,3 caracterizando um nucleo
antraquindnico. Demais sinais indicaram presenga de atomos de carbonos
metinicos do sistema aromatico em 6 112,3; 121,1; 127,0; 129,8; 134,4, e ainda
atomos de carbonos néo ligados ao hidrogénio em & 145,6; 131,5; 133,7. O sinal

em 6 163,7 foi associado ao atomo de carbono C7 ligado a um grupo hidroxila.
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Figura 53: Espectros de RMN °C e DEPT para P10.
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O mapa de contornos COSY (Figura 54) permitiu observar as correlagoes
entre o atomo de hidrogénio em & 7,17 (H6) com o H5 em & 8,13 e também com o
H8 em & 7,55. Ainda foram verificadas as correlagdes entre o H3 em & 7,63 com o
H4 em 6 8,11 e com 0 H1 em & 8,04 (Tabela 70). Essas correlagdes confirmam os

padrdes de acoplamento mencionados anteriormente.

Tabela 70: Principais correlagdes homonucleares 'H x 'H observadas no mapa de
contornos COSY para P10.

8'H (mult.; J em Hz; H) 8 'H (mult.; J em Hz; H)
7,17 (dd; 8,6; 2,4; H6) 8,13 (d; 8,6; H5)
7,55 (d; 2,4; H8)
7,63 (dd; 8,0; 1,2; H3) 8,11 (d; 8,0; H4)
8,04 (s; H1)
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Figura 54: Mapa de contornos COSY para P10.
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No mapa de contornos HMQC (Figura 55; Tabela 71) ficou evidenciada a
correlagao entre os atomos de carbonos metinicos e seus respectivos atomos de
hidrogénio, ou seja: entre o carbono C6 em & 121,1 e o hidrogénio em 6 7,17;
entre o atomo de carbono em 5 127,0 e o atomo de hidrogénio em 8,11 (H4); entre
o0 C5 em & 129,8 e o hidrogénio em & 8,13; entre o C8 em 5 112,3 e o hidrogénio
em o 7,55 e, por fim, entre 0 C3 em & 134,4 e o hidrogénio em & 7,63.

Tabela 71: Principais correlagdes heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos HMQC para P10.

C 5|-| 50
1 8,04 127,0
3 7,63 134,4
4 8,11 127,0
5 8,13 129,8
6 7,17 121,1
8 7,55 112,3
CHs 2,51 20,7
T Fz - - ’ 7 .
(ppm]
1-
;
I '
4
J 5_
§—
A
3 3‘:

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 180
F1 (ppm)

Figura 55: Mapa de contornos HMQC para P10
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A técnica de diferenca de NOE (Figura 56) mostrou um ganho de
intensidade em 6 8,04 (H1) e em 6 7,63 (H3) quando foi irradiado o pico em &
2,51(CHj3). Assim, foi concluido que os atomos de hidrogénio H1 e H3 estdo no
mesmo anel e estdo posicionados proximamente ao grupo metila. Esse dado,
juntamente com os dados de padrédo de acoplamento, permite deduzir que o

grupamento metila esta ligado ao carbono C2.

8,045
—4.907

Figura 56: Espectro de NOE para P10.

Os dados espectrais foram comparados com os da literatura para o
composto tectoquinona (Moreira et al., 2006), mostraram-se proximos com
excecao do carbono C7 em & 163,7, indicativo de carbono ligado ao oxigénio, e
dos carbonos vizinhos (C6 e C8), o que permitiu concluir que o composto isolado
continha uma hidroxila e era a 7-hidroxi-tectoquinona ou 7-hidroxi-2-metil-

antraquinona (Tabela 72).
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Tabela 72: Dados de RMN de 'H e de RMN de C para o composto P10 e para

tectoquinona.

P10 tectoquinona
C &4 (mult.; J em Hz) 8¢ &1 (mult.; J em Hz)’ 8¢
1 8,04 (s) 127.0 8,11 (d; 1.3) 127.4
2 145,6 145,2
3 7,63 (dd: 8,0; 1,2) 134,4 7,60 (d: 8,0) 134,9
4 8,11 (d: 8,0) 1270 8,20 (dd: 8,0: 1,3) 1275
5 8,13 (d: 8,6) 129.8 8,31 (m) 1271
6 7.17 (dd: 8,6; 2,4) 1211 7.79 (m) 133,9
7 163,7 7,79 (m) 134,0
8 7,55 (d; 2,4) 112,3 8,31 (m) 127 .1
9 183,1 183,4
10 182,3 183,0
43 131,5 131,3
8a 133,8 133,6
9a 133,7 133,4
10a 133,8 133,6
CHs 251 (s) 207 2,54 (s) 21,9

(8-ppm:; 300 e 75,5 MHz; CDs0D; "CDCl5)

Ha relato na literatura de isolamento deste composto na espécie vegetal

Rubia tinctorum (Rubiaceae) e de agdo mutagénica com Salmonella typhimurium
TA 98 e TA100 para este composto (Kawasaki et al., 1992).
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4.5. Cumarina

4.5.1. Composto P18

6
CHZ0 N
2
HO o~ o

7

O composto P18 foi isolado, como uma mistura, da fragao cloroférmica das
flores de P. rigida.

O espectro de RMN de 'H (Figura 57) do composto P18 apresentou dois
singletos em & 6,92 (H8) e 6,85 (H5) e, ainda, dois dupletos em 4 6,27 (9,3 Hz; H3)
e 7,60 (9,3 Hz; H4). A presenga de hidrogénios metilicos também ficou

evidenciada em 6 3,96.
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Figura 57: Espectro de RMN de 'H para P18.

A analise das correlagdes 'H x "H observadas no mapa de contornos COSY

(Figura 58) confirmou o acoplamento entre o hidrogénio H3 em 6 6,27 e H4 em &

7,60 e, a longa distancia, entre H4 e H5 em § 6, 85.
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Figura 58: Mapa de contornos COSY para P18.
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Nos espectros de RMN de *C e DEPT (Figura 59) ficaram evidenciados os
sinais de carbonos metinicos em & 143,5 (C4); 113,6 (C3); 107,7 (C5) e 5 103,4

(C8). O sinal em & 56,6 comprovou a presenga do grupo metoxila, bem como os
sinais em 6 161,7 (C2); 149,9 (C6); 150,5 (C7); 144,2 (C9) e 111,7 (C10)

caracterizaram os carbonos néo ligados ao hidrogénio.

T 7 T

LA G A B B T e e R L rrr T LI LB B B e

T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 a0 20 ppm

LB LA B e e e O B LA — LR BN B B e s e T
100 80 60 40 29 ppm

T Y T T T TR T T
140 120

Figura 59: Espectros de RMN de "*C e DEPT para P18.
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As atribuicbes dos hidrogénios e dos carbonos de P18 foram baseadas nas
correlagbes observadas nos mapas de contornos HMQC (Figura 60; Tabela 73) e
HMBC (Figura 61; Tabela 74) apresentadas na sequéncia.

Tabela 73: Principais correlagées heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos HMQC para P18.

C S ¢
3 6,27 113,6
4 7,60 143,5
5 6,85 107,7
8 6,92 103,4
CH3 3,96 56,6

|-
- 7% : s

T e S T T HL I T B o R
140 130 120 110 100 S0 a0 70 60 50 40 30 20 10

F1 (ppm)

Figura 60: Mapa de contornos HMQC para P18.
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Tabela 74: Principais correlagdes heteronucleares 'H x '*C observadas no mapa de
contornos HMBC para P18.

dn (H) d¢c (C)
7,60 (H4) 107,7 (C5)
161,7 (C2)
6,85 (H5) 150,5 (C7)
149,9 (C6)

6,27 (H3) 111,7 (C10)
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Os sinais analisados foram concordantes aos da literatura (Carvalho, 2006)
para a 7-hidroxi-6-metoxi-2H-1-benzopiron-2-ona ou escopoletina, o que permitiu

concluir que o composto isolado era esta cumarina (Tabela 75).

Tabela 75: Dados de RMN de 'H e de RMN de C para o composto P18 e para

escopoletina

P18 Escopoletina’
C Sx (mult.; J em Hz) d¢c Sx (mult.; J em Hz) d¢c
2 161,7 161,5
3 6,27 (d; 9,3) 113,6 6,20 (d; 9,3) 1133
4 7,60 (d; 9,3) 1435 7.80 (d; 9,3) 144.0
5 6,85 (s) 1077 6,75 (s) 107,4
6 149,9 149,7
7 150,5 150,0
8 6,92 (s) 103,4 7.09 (s) 103,2
9 144,2 143,8
10 111,7 111,0
CHs 3,06 (s) 56,6 3,89 (s) 56,4

(8-ppm; 300 e 75,5 MHz; CDCls; CD;0D)

Na literatura é descrita uma atividade antiinflamatéria consideravel para a

escopoletina (Silvan et al., 1996).
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4.6. Terpenos

4.6.1. Mistura P2+P3

A mistura P2+P3 foi isolada da fragao hexanica das folhas de P. coriacea.

O espectro de RMN de 'H (Figura 62) da mistura P2+P3 apresentou sinais de
hidrogénios vinilicos H12 em & 5,28 (t) e 5,24 (t), sinais na regiao de 63,19-3,25
correspondentes aos hidrogénios carbindlicos H3 e sinais de 6 0,71 a § 2,89 que

foram atribuidos aos grupos metilas.
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8 7 ] 5 4 3 2 1 ppm
1.29 0.50 0.72 21.98  10.40  10.91
1.50 2.85" 5.28 21,03 24.26

Figura 62: Espectro de RMN de H para P2+P3.

Nos espectros de RMN de ®*C e DEPT (Figura 63) para P3 foram
observados os sinais de carbonos da ligacdo dupla em 6122,9 (C12) e 143,7
(C13), de carbono de carbonila em 6 183,2 (C28) e de carbono carbindlico em &
79,3 (C3). Ja os sinais da regido 6 15,5 a 33,1 foram atribuidos aos grupos metilas
(C23 a C27, C29 e C30) e, assim, os dados apontaram para a presenga de um

triterpeno de esqueleto oleanico P3. Os sinais em & 126,1 (C12) e 17,2 (C29)
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confirmam que um triterpeno de esqueleto ursanico P2 também estava presente.
A diferenga entre estes triterpenos esta na posicdo do grupo metila C29 que nos
esqueletos olednicos sdo conectados ao carbono C20 e, nos ursanicos, ao

carbono C19; por isso a diferenca de deslocamentos quimicos para estes atomos.

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 63: Espectro de RMN de '*C e DEPT para P2+P3.
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Diante desses dados e comparando os valores de deslocamentos quimicos de
RMN "*C do composto com os encontrados na literatura para triterpenos (Falcao,
2003), foi concluido que P3 é o acido oleandico e P2 € o acido ursélico, conforme
Tabela 76 abaixo.

Tabela 76: Dados de RMN de *C para P2 e P3 e para os acidos ursdlico e oleandico

P2 Acido Ursélico P3 Acido Oleandico

C 8(; Sc SC 8C

1 38,6 38,8 38,6 38,5
2 27,4 27,3 27,4 27,4
3 79,3 78,8 79,3 78,7
4 39,0 38,8 39,0 38,7
5 55,4 55,4 55,4 55,2
6 18,5 18,4 18,5 18,3
7 32,6 33,0 32,6 32,6
8 39,5 39,6 39,5 39,3
9 47.8 47.5 47.8 47.6
10 37,2 37,0 37,2 37,0
11 23,1 23,3 23,1 23,1

12 126,1 125,5 122,9 122,1
13 138,1 138,0 143,7 143,4
14 41,8 42.0 41.8 41,6
15 28,2 28,2 27,9 27,7
16 23,6 24.3 23,6 23,4
17 481 48,1 46,7 46,6
18 52,8 52.8 41,2 41,3
19 39,2 39.1 46,1 458
20 39,0 38,8 29,9 30,6
21 30,9 30,7 34,0 33,8
22 36,9 36,7 32,6 32,3
23 28,5 28,2 28,5 28,1

24 15,7 15,5 15,7 15,6
25 15,5 15,7 15,5 15,3
26 15,8 16,9 15,8 16,8
27 23,8 23,6 26,1 26,0
28 183,0 180,0 183,2 181,0
29 17,2 16,9 33,3 33,1

30 21,4 21,2 23,8 23,6

(8-ppm; 75,5 MHz; CDCl;)
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Segundo a literatura ha inumeras atividades bioldgicas atribuidas ao acido
oleandlico, destacando a antileishimania (Torres-Santos et al., 2004),
antiinflamatoéria, antitumoral, antibacteriana e antifungica (Liu, 1995).
Analogamente, para o triterpeno acido ursdlico destacam-se as atividades
antiinflamatéria, antitumoral, antibacteriana, antifungica (Liu, 1995) e, ainda,

tripanocida (Leite et al.; 2001).
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4.6.2. Composto P14

O composto P14 foi isolada da fracdo hexanica das folhas de P. rigida.

Ao analisar o espectro de RMN de 'H de P14 (Figura 64) foi observado um
dupleto em & 4,16 (6,9 Hz; H1), um tripleto em & 1,99 (7,6 Hz; H4), um outro
tripleto em 6 5,4 (6,9 Hz; H2) e um singleto em & 1,67 (H20).

Figura 64: Espectro de RMN 'H para P14.
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No espectro de RMN de "*C e DEPT (Figura 65) ficou evidenciado o sinal
de carbono oximetilénico em & 59,6 (C1), carbono vinilico em & 123,3 (C2),
carbono nao ligado a hidrogénio em 3 140,5 (C3), além de carbonos metilicos C16

a C20 em § 22,9; 22,8; 20,0; 20,0 e 16,4, respectivamente.

180 160 140 120 100 -1 60 40 20 ppm

Figura 65: Espectro de RMN "*C e DEPT para P14.
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Diante desses dados e comparando os valores de deslocamentos quimicos
de RMN "®C de P14 com os encontrados na literatura (Melos et al., 2007) para

terpendides foi concluido que o composto era o fitol (Tabela 77).

Tabela 77: Dados de RMN de 'H e RMN de °C para o composto P14 e para o fitol

P14 Fitol

Cc Ou (mult.; J em Hz) dc Ou (mult.; J em Hz) dc

1 4,16 (d; 6,9) 59,7 4,12 (d; 6,7) 59,4
2 5,40 (t; 6,9) 123,3 5,36 (t; 6,7) 1231
3 140,5 140,1
4 1,99 (t; 7,6) 39,6 1,94 (t; 7,5) 39,8
5 254 25,1
6 36,9 36,6
7 33,0 32,7
8 37,5 37,2
9 24,7 24,5
10 37,6 37,3
11 32,9 32,6
12 37,7 37,3
13 25,0 24,7
14 39,6 39,3
15 28,2 27,9
16 23.0 22,7
17 22,9 22,6
18 20,0 19,7
19 20,0 19,7
20 1,67 (s) 16,4 1,64 (s) 16,1

(5-ppm; 300 e 75,5 MHz; CDCly)

Segundo a literatura, o fitol € considerado um inibidor de enzimas, como a

succinato desidrogenase SSADH (Myun-Ho et al., 2002) e a 15-lipoxigenase (Bing
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Bing et al., 1993) e, segundo Pongprayoon et al (1992), ha evidéncias de atividade
antiespasmodica deste composto. O fitol também contribui para a inibicdo do
crescimento das células humanas cancerigenas de colon, MG-6 osteosarcoma e
A7-521 gastricas (Kyeoung-Im, 1999).
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4.7. Esteroides

4.7.1. Mistura P11+P12+P13

A mistura P11+P12+P13 foi isolada da fracdo hexanica das folhas de P.
rigida.

O espectro de RMN "H (Figura 66) da mistura obtida apresentou sinais na
regidao de hidrogénios olefinicos, sendo a regido entre 6 5,34 e 5,36 atribuido ao
H6 e a regido entre & 4,97 e 5,19 atribuida aos atomos de hidrogénio H22 e H23.
O multipleto em & 3,47 a 3,57 corresponde ao hidrogénio carbindlico H3 e os

sinais entre 6 0,67 a 1,03 s&o caracteristicos de grupos metilas.
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Figura 66: Espectro de RMN de 'H para P11+P12+P13.

Os deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN '°C e
DEPT (Figura 67) foram comparados com os dados ja existentes na literatura
para esterdides (Goulart et al., 1993). A partir da analise dos dados obtidos
(Tabela 78) foi possivel perceber que a mistura isolada continha os esterdides:
240-etil-colest-5-enol (sitosterol) P13, 24a-etil-colest-5,22—dienol (estigmasterol)

P12 e 240-metil-colest-5-enol (campesterol) P11.
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Figura 67: Espectro de RMN de °C para P11+P12+P13.
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TABELA 78: Dados de RMN "*C para a mistura P11, P12 e P13 e para os compostos campesterol,

estigmasterol e sitosterol.

P11 P12 P13 Campesterol Estigmasterol Sitosterol
o dc dc dc dc dc ¢
1 37,46 37,46 37,46 37,24 (CH,) 37,25 (CHy) 37,25 (CHy)
2 31,88 31,88 31,88 31,64 (CH,) 31,64 (CHy) 31,64 (CH,)
3 72,02 72,02 72,02 71,80 (CH) 71,89 (CH) 71,89 (CH)
4 42,42 42,42 42,42 42,27 (CHy) 42,29 (CHy) 42,29 (CHy)
5 140,97 140,97 149,97 140,74 (C) 140,73 (C) 140,73 (C)
6 121,95 121,95 121,95 121,71 (CH) 121,72 (CH) 121,72 (CH)
7 31,88 31,88 31,88 31,90 (CHy) 31,89 (CHy) 31,89 (CHy)
8 32,10 32,10 32,10 31,88 (CH) 31,89 (CH) 31,89 (CH)
9 50,33 50,33 50,33 50,12 (CH) 50,12 (CH) 50,12 (CH)
10 36,72 36,72 36,72 36,50 (C) 36,40 (C) 36,40 (C)
11 21,30 21,30 21,30 21,08 (CH,) 21,08 (CHy) 21,08 (CH,)
12 39,89 39,89 39,98 39,89 (CH,) 39,68 (CHy) 39,78 (CHy)
13 42,52 4252 42,52 42,20 (C) 42,29 (C) 42,29 (C)
14 56,97 56,97 56,97 56,75 (CH) 56,87 (CH) 56,75 (CH)
15 2427 2458 24,52 24,29 (CH,) 24,38 (CH,) 24,30 (CHy)
16 28,47 28,47 28,47 28,24 (CH,) 28,24 (CH,) 28,24 (CHy)
17 56,25 56,25 56,25 56,04 (CH) 55,93 (CH) 56,05 (CH)
18 12,08 12,08 12,08 11,84 (CH,) 11,87 (CHy) 11,87 (CHs)
19 19,24 1924 19,24 19,38 (CHa) 19,38 (CHa) 19,38 (CHa)
20 36,36 40,7 36,36 36,13 (CH) 40,50 (CH) 36,16 (CH)
21 18,99 21,44 19,19 18,97 (CHy) 21,20 (CHs3) 19,03 (CHa)
22 33,92 138,55 33,92 33,69 (CH,) 138,40 (CH) 33,94 (CH,)
23 28,47 129,48* 39,89 28,91 (CH,) 129,27 (CH) 39,12 (CHy)
24 56,15 56,25 46,04 56,08 (CH) 51,23 (CH) 45,83 (CH)
25 29,34 31,11 29,35 29,69 (CH) 31,89 (CH) 26,03 (CH)
26 18,99 19,19 18,99 18,76 (CHy) 19,00 (CHy) 18,76 (CHs)
27 20,05 19,62 20,05 19,81 (CHj) 19,00 (CHa) 19,81 (CHa)
28 21,30 26,64 21,44 18,24 (CHy) 25,42 (CHy) 23,06 (CH3)
29 - 12,26 12,08 - 12,27 (CHa) 11,99 (CHa)

(5-ppm; 300 e 75,5 MHz; CDCly)
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Os compostos sitosterol e estigmasterol sdao bastante conhecidos na
literatura devido suas propriedades antiinflamatoérias (Filho, 2000). Uma
investigagao realizada com estes triterpenos evidencia, também, a agdo destes
compostos na neutralizagdo de veneno de cobra (Gomes et al., 2007) e, segundo
Toma et al. (2003), o sitosterol, estigmasterol e campesterol, podem ter
contribuido para a atividade analgésica apresentada pelo extrato hexanico de
Quassia amara. Ainda em estudo realizado com o sitosterol e estigmasterol,
Chandler e colaboradores (2006) concluiram que a presenga da insaturagdo no
carbono C-22 no estigmasterol conferiu atividade antihipercolesterolénica mais
significante do que o sitosterol.

Especificamente para o sitosterol, ha relatos de atividade antibacteriana
(Virtuoso et al., 2005) e, para o campesterol, efeito anticarcinogénico e potencial

antiangiogénico (Choi et al., 2007).
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4.7. Avaliagao da atividade antioxidante e determinagao dos

fendlicos totais das folhas de P. rigida.

Uma vez que o estudo quimico das folhas de Palicourea rigida levou ao
isolamento de flavondides e iriddides, e sabendo que ha relatos na literatura sobre
a atividade antioxidante significativa destas classes de compostos (Alves et al.,
2007), o ensaio foi realizado com o extrato bruto e com as fragbes mais polares,
acetato de etila e metandlica, das folhas de P. rigida.

Por meio deste teste é possivel avaliar a agdo que compostos presentes em
extratos brutos e/ou parcialmente purificadas possuem para sequestrar o radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). A atividade antioxidante foi medida através da
capacidade do extrato (ou fracdo) de descolorir solugdes diluidas do radical
DPPH.

Os dados obtidos da avaliagdo da atividade antioxidante (Figura 68) e da

determinagao dos fendlicos totais seguem apresentados na Tabela 81.
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Figura 68: Atividade sequestrante de radicais DPPH do extrato bruto e das
fragOes acetato de etila e metandlica de Palicourea rigida.



187

Tabela 79: Dados sobre a determinacao de fendlicos totais e atividade sequestrante em

P. rigida.
Fendlicos Totais (ug/mL) ICs50 (ug/mL)
Extrato bruto 469,8 523,20
Fracao acetato de etila 933,25 192,77
Fracao metandlica 159,40 198,44

De acordo com os resultados acima, existe uma maior concentracdo de
fendlicos na fragdo acetato de etila, que foi fonte dos flavondides isolados, o que
pode ter contribuido para a atividade antioxidante demonstrada. De acordo com a
literatura, ha um grande numero de pesquisas que apontam atividade antioxidante
para estes flavonodides (quercetina 3-O-B-D-glicosideo, isoraminetina 3-glicosideo
e quercetina 3-O-soforosideo): Fiorentino, 2007; Suzgeg, 2005; Miliauskas, 2004;
Cioffi, 2002; Plumb, 1997. A atividade para estes tipos de compostos é
comumente atribuida a presencga de grupos hidroxilas, principalmente em C-3eC-
4’ do anel B (Furusawa, 2005; Wolfe, 2008).

Por sua vez, a fragcdo metandlica apresentou atividade antioxidante
semelhante, mas provavelmente os compostos fendlicos ndo foram os maiores
responsaveis pela atividade. Pode haver nesta fracdo a presencga de outros tipos
de compostos polares, como os iridéides, com capacidade para doar um atomo de
hidrogénio livre, que conferiram a atividade semelhante.

Por outro lado, segundo Ramalho e colaboradores (2006), existem
compostos que podem ser classificados como antioxidantes sinergistas, ou seja,
aqueles que possuem pouca ou nenhuma atividade antioxidante, mas que podem
aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando usada em combinagao
adequada com eles. Assim, a fracdo metandlica pode ser um exemplo de fragcéo
que contém antioxidantes sinergistas.

Também é relevante comentar que, segundo Alves et al. (2007), a presenca
de unidades de acucares na estrutura dos flavonodides diminui a atividade
sequestradora de radicais, pois ha perda da coplanaridade devido a presenga de

grupos volumosos. Neste contexto, como foram isolados flavondides com até duas
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unidades de agucar na fragdo acetato, isso pode ter contribuido para uma
atividade n&o tdo pronunciada quanto a de um padrdao puro como o BHT. Este
pode apresentar valores de ICs inferiores a 65 ug/mL, como relatado na literatura:
62,50 ug/mL (Cardoso et al., 2005) e 16,90 ug/mL (Barros et al., 2008).
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4.8. Avaliagdao da atividade antiinflamatéria das folhas e

flores de P. rigida.

Analogamente, como o estudo quimico de Palicourea rigida levou ao
isolamento de alcaldides e iridéides, que apresentam significativa atividade
antiinflamatoria relatada na literatura (Anexo), o ensaio foi realizado com o extrato

bruto e fragbes das folhas e flores de P. rigida.

4.8.1. Avaliagdao da atividade antiinflamatéria para as folhas de P.

rigida
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Figura 69: Efeito do extrato bruto (EB) e das fragdes
metandlica (FMet), cloroférmica (FCI) e hexanica (FHex) das
folhas da espécie vegetal Palicourea rigida sobre o edema de
orelha induzido pelo 6leo de créton (C) em camundongos. A
indometacina () aplicada por via tépica, 1mg, foi utilizada
como antiinflamatoério de referéncia (controle positivo) e a
acetona 70% utilizada como veiculo (V) Cada barra representa
o0 peso médio das orelhas + E.P.M., 6 h apds aplicacédo de 6leo
de croton. As massas indicadas referem-se as concentracdes
utiizadas de cada amostra (5,0; 2,5 e 1,25 mg/orelha).
*P<0,01, comparado ao grupo C (ANOVA seguida do teste de
Tukey).

Obs. a fracdo acetato de etila n&o foi avaliada, pois houve
dificuldade de solubilizagdo no momento do ensaio.
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De acordo com o resultado acima, € possivel observar que o extrato bruto e
a fragdo hexanica das folhas de P. rigida apresentaram uma maior redugao do
edema de orelha do que as demais fragdes testadas. No caso da fragdo hexanica,
a atividade antiinflamatodria foi mais significativa na concentragdo 5 mg/orelha,
quando comparada a concentragbes menores (2,5 e 1,25 mg/orelha), indicando
que a fragcdo é dependente da dose; enquanto que o extrato bruto reduziu
igualmente o edema de orelha nas concentragbes 5 mg e 1,25 mg/orelha, porém
de maneira menos efetiva que a fragdo hexanica.

Diante deste resutado, foi concluido que os metabdlitos apolares podem ser
0S maiores responsaveis para a reducdo do edema, como por exemplo, 0s
compostos isolados na fracdo hexanica: o diterpeno fitol e os esterdides
campesterol, estigmasterol e sitosterol. Na literatura, ha relatos de propriedades
antiinflamatérias para o fitol (Shimizu et al., 1994) e para o estigmasterol (Conforti
et al., 2008).
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4.8.2. Avaliacao da atividade antiinflamatéria para as flores de P.

rigida
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Figura 70: Efeito do extrato bruto (EB) e das fragcdes acetato
de etila (FAc), metandlica (FM), hexanica (FHex) e
cloroformica (FCI) das flores espécie vegetal Palicourea rigida
sobre o edema de orelha induzido pelo 6leo de croton (C) em
camundongos. A indometacina () aplicada por via topica, 1
mg, foi utilizada como antiinflamatério de referéncia (controle
positivo) e a acetona 70% utilizada como veiculo (V) Cada
barra representa o peso médio das orelhas + E.P.M., 6 h apds
aplicacdo de oleo de croton. Todas as amostras foram
testadas na concentragcdo de 5,0 mg/orelha. *P<0,01,
comparado ao grupo C (ANOVA seguida do teste de Tukey).

De acordo com a Figura 70 é possivel observar que o extrato bruto e as
fracbes hexanica, metandlica e cloroféormica das flores de P. rigida reduziram o
edema de orelha mais significativamente do que a fragcdo acetato de etila. Neste
caso, parece que um amplo espectro de metabdlitos, de diferentes polaridades,
esta contribuindo para uma certa atividade antiinflamatoria.

De maneira geral, quando comparados os resultados entre as flores e as
folhas (item anterior) de P. rigida, na mesma concentagdo de 5 mg/orelha,
observamos que ha um maior numero de fragées das flores que reduziu o edema,
porém nenhuma de forma t&o significativa quanto a fragao hexanica das folhas.

Dessa maneira, as folhas de P. rigida e principalmente a fracdo hexanica,

podem constituir um alvo potencial para uso em terapias da inflamacao.
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4.9. Avaliagao da atividade moluscicida

As substancias moluscicidas sao cruciais para o controle do vetor
dos parasitas causadores da esquistossomose. Neste contexto, e segundo
Mendes et al. (1984), estudiosos vém se dedicando a pesquisa de obtencao de
plantas com agdo moluscicida.

Uma vez que extratos etandlicos da espécie vegetal Palicourea
nicotianaefolia (Rubiaceae) apresentaram-se parcialmente ativos (100 ppm) sobre
caramujos adultos e desovas de B. glabrata (Mendes et al.; 1984), foi considerado
razoavel a iniciativa de avaliar a atividade moluscicida da espécie vegetal P. rigida.
Além disso, neste trabalho foi isolada uma quinona de P. rigida (Rosa et al.; 2007)
e ha relato na literatura de quinonas com atividade moluscicida (Lima et al., 2002).
Este resultado também colaborou na decisao de realizar a atividade em questéao.

No entanto, os extratos brutos das folhas de P. rigida ndo demonstraram
atividade moluscicida, ou seja, ndo provocaram alteragdo nos batimentos

cardiacos dos caramujos Biomphalaria glabrata.
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5. Conclusao

O estudo quimico de Palicourea rigida conduziu ao isolamento dos iridéides
swerosideo, secoxiloganina e, caso confirmado pelo Espectro de Massa de Alta
Resolugdo, do composto inédito 6-O-cafeoil-swerosideo, sendo que na literatura,
para esta espécie, foi relatado o isolamento de um unico iriddide, a loganina
(Lopes, 2004). A presenga destes iriddides da suporte a quimiotaxonomia do
género Palicourea na subfamilia Rubioideae.

Analogamente, o estudo resultou no isolamento de alcaldides, como o
alcaldide nortropanico derivado da calistegina N1, que € uma classe inédita em
Rubiaceae, bem como um composto inédito na literatura, caso comprovada sua
estrutura em Espectro de Massa de Alta Resolucdo. Ainda foi isolado o acido
estrictosidinico, confirmando a presenca de alcaldides em P. rigida, afinal, havia
apenas o relato da vallesiochotamina para esta planta. Ambos os alcaldides
isolados foram provenientes das flores de P.rigida, revelando o quanto é
importante esgotar o estudo de uma planta, explorando todas as partes do
material vegetal. A calicantina, isolada em P. coriacea, ja é bastante conhecida em
outros estudos com a mesma espécie.

Confirmando a presenca de flavondides na familia Rubiaceae, foram
isolados: a rutina em P. coriaceae e a quercetina 3-O-B-D-glicosideo, a
isoraminetina-3-glicosideo e a quercetina 3-O-soforosideo em P. rigida. E possivel
concluir que a espécie P. rigida teve uma significativa produ¢cao de metabdlitos
desta classe e, sendo assim, a rota biossintética das quercetinas 3-O-glicosiladas
teve presenga marcante na espécie. Estes flavondides séo inéditos no género.

A antraquinona 7-hidroxi-tectoquinona, isolada em P. rigida € inédita no
género, sendo que outra antraquinona muito semelhante, 2-hidroxi-3-
metilantraquinona, foi isolada em P. coriacea. A presenca desta classe de
compostos também consolida a correta classificacdo botanica das Palicoureas na
subfamilia Rubioideae..

Em P. rigida ainda foram isolados a cumarina escopoletina, ja conhecida

em Palicourea demissa; o terpeno fitol e a mistura dos esteréides campesterol,
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sigmasterol e sitosterol. Na literatura ja existe o relato de isolamento do
estigmasterol e do sitosterol na espécie, porém néao foi encontrado até o momento
um estudo que mencione o isolamento do fitol no género Palicourea. Esses
mesmos esterodides foram encontrados no trabalho de pesquisa de Gomes (2005),
porém com a espécie P. coriacea.

Ainda no estudo com P. coriacea, foram isolados os acidos oleandico e
ursolico, sendo que o primeiro é inédito no género, ao contrario do acido ursolico
ja conhecido na espécie.

O ensaio para a avaliagdo da atividade moluscicida mostrou que os
caramujos Biomphalaria glabrata ndo tiveram os batimentos cardiacos alterados
nos extratos brutos de P. rigida e P. coriacea, apesar do relato de outros
pesquisadores sobre a atividade moderada da espécie Palicourea nicotianaefolia,
conforme mencionado anteriormente.

Na avaliagdo da atividade antiinflamatéria das folhas de P. rigida, ha
evidéncias de que os metabdlitos apolares isolados, fitol e a mistura campesterol,
estigmasterol e sitosterol, podem ser os maiores responsaveis pela redu¢ado do
edema de orelha induzido pelo éleo de croton.

Ja na avaliacao da atividade antioxidante do extrato bruto e fragdes polares
de P. rigida, existe uma maior concentragdo de fendlicos na fragdo acetato de
etila, que foi fonte dos flavondides isolados, o que pode ter contribuido para a
atividade antioxidante demonstrada.

O estudo fitoquimico de P. rigida revelou a diversidade de metabdlitos
secundarios presentes na espécie, inclusive de diferentes classes de compostos,
como alcaldides e iridoides que apresentam grande importancia taxonémica para
a familia Rubiaceae. Concluimos que os objetivos deste trabalho foram
contemplados e que, desta maneira, pudemos contribuir para o estudo quimico
das espécies vegetais P. rigida e P. coriacea. Esperamos que os resultados
descritos possam auxiliar de alguma forma na realizagdo de outros estudos

fitoquimicos ou areas afins.
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Tabela A: Concentragao Inibitéria Minima dos extratos e fragdes de P. coriacea (ug/mL).

MICROORGANISMOS (1,0 x10* UFC/mL)

s.:;;us . subrlls AT%CC%I7|39 '\ﬁlggugssm
09737 ATCC 6633

FOLHAS/CAULES
Extrato etandlico (PCFE) >1000 500-1000 * >1000
Tratamento acido-base *
Fragéo diclorometanica acida (PCFDA) >1000 >1000 * >1000
Frag&o diclorometanica basica (PCFDB) ~ 500-1000 500-1000 >1000  500-1000
Frac&o acetato de etila basica (PCFAB) >1000 >1000 >1000 >1000
Particionamento liquido-liquido *
Frag&o diclorometanica (PCFD) >1000 500-1000 * 500-1000
Fragao acetato de etila (PCFA) >1000 500-1000 * 500-1000
Fraggo n-butandlica (PCFN) >1000  500-1000 % >1000
RAIZES
Extrato etanolico (PCRE) 500-1000  >1000 * >1000
Extrato metandlico (PCRM) 500-1000 500-1000 * >1000
Cloranfenicol 6,2-3,1 7,8-3,9 3,9-1,9 1,6-0,8

* ndo ativos nos ensaios bioautograficos.

Tabela B: Concentracdo Inibitéria Minima da calicantina e do acido ursélico em pg/mL.

MICRORGANISMOS (1,0 x 10* UFC/mL)

B. subtilis E. coli
S. aureus ATCC 6633 ATCC 8739 M.luteus
ATCC 29737 ATCC 9341
Calicantina 500-1000 >1000 >1000 500-1000
Acido ursdlico 125,0-62,5 500-1000 >1000 6,2-3,1
Cloranfenicol 6,2-3,1 7,8-3,9 3,9-1,9 1,6-0,8




Anexo 2

Tabela C: algumas atividades biolégicas associadas aos iridéides,

alcaldides, quinonas e flavondides.
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Classe

Algumas Atividades’

Referéncia

Iriddides

antiinflamatdria; antileishmania;
antiviral; anticancer;
antiespasmadica; antillcera;
antimicrobiana; hepatoprotetiva;

imunoestimulante

Mandal, S. et al.; 1997

Alcaldides

antimalarico; anti-hipertensivo;
antiinflamatéria; antitumoral;
antiviral; antibacteriana;
estimulante SNC; diurética;
hipnoanalgésica; miorrelaxante;
tratamento do mal de Alzheimer;
anestésica; antiespasmaodica;

alucindgena; vasodilatadora

Quinonas

antibacteriana, antifungica;
antitumoral; laxante; alelopatica;
antibidtica; tripanossomicida;
antileucémica; antiviral;

mutagénica

Flavonoides

antiviral; antioxidante;
antiinflamatéria; antitumoral;
antiespasmadica; antimicrobiana;
antimutagénica; estrogénica;

tripanossomicida; antillcera

Simoées, C.M.O. et al. , 2004.

antialérgico

Mastuda, H. et al. (2002)

inibicdo da proteina AGE
associada com o desenvolvimento

de complicacgdes diabéticas

Matsuda, H et al. (2003)

para diferentes espécies vegetais e familias
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Anexo 3
Cromatograma da amostra PRM 2.3 (2.3) 5.6 (A=250 nm)

S LC Default Individual Report

SAMPLE INFORMATION

Sample Name: PEMA_E(MeOH/ag3.7) 1.5 Acquired By: System

Sample Type: Lnknown Sample Set Mame:

Yial: 1 Acq. Method Set: PRMA
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Date Processed: ™
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0.7

400 1800 15.00 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Minutes

Emor Log
Basic LC Peaks Table group contains information that doesnt match the data being reported.

Reported by User: System Froject Name:  Margo_2008\EEPS9S
Report Method: LC Default Individual Repar Date Printed:
Report Method ID 1013 1003172008

Page: 1 of 1 5:27:23 PM America’Sao_Paulo
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Figura 71: Cromatograma monitorado em A=250 nm (superior) e A=335 nm

(inferior)



