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RESUMO

Palavras-chave: Calea parvifolia, Asteraceae, furoheliantolideos, atividade

antioxidante, atividade anticancer.

A espécie vegetal Calea parvifolia pertence a tribo Helantheae, que faz parte da
familia Asteraceae. O género Calea possui aproximadamente 110 espécies, distribuidas
no Mexico, América Central e Sul. Este género é considerado taxonomicamente
complexo e apresenta como principais metabolitos lactonas sesquiterpénicas com
esqueletos basicos dos tipos eudesmanolideos, furoheliantolideos, germacrolideos,
guaianolideos e heliantolideos, além de outros compostos como benzofuranos,
derivados acoranos, derivados do timol, flavonoides, germacrenos, p-
hidroxiacetofenonas e tris-norsesquiterpenos. Dentre 0s compostos isolados destacam-
se as lactonas sesquiterpénicas que apresenta uma gama de atividades bioldgicas como
antileishmania, anti-inflamatoria, anti-melanotica frente a células de melanoma B16 e
antitumoral. Devido a importancia do género Calea, e em continuidade ao nosso estudo
de plantas da familia Asteraceae, neste trabalho realizamos o estudo de Calea parvifolia
e fungos endofiticos desta planta, uma espécie ainda ndo estudada biol6gica ou
quimicamente. Mais especificamente, realizamos o isolamento e identificacdo dos
principais constituintes desta espécie vegetal e dos microrganismos, além de ensaios de
avaliacdo da atividade antitumoral, antioxidante, antibacteriana e antileshmania para os
compostos isolados, extrato bruto e fragdes obtidas.

O estudo quimico de Calea parvifolia (folhas) resultou, ap6s fracionamento e
purificacdo das fragdes pelo uso de técnicas cromatograficas no isolamento de lactonas
sesquiterpénicas como tirotundina-3-O-metil éter (CP-1V), 15-deoxigoiazensolideo (CP-
V), 2,3-di-hiddro-15-deoxygoyazensolide (CP-VI), derivado zexbrevina (CP-VII), 4,5-
di-hiddro-15-deoxigoyazensolide (CP-VIII); da mistura dos O-metilflavonoides
acacetina (CP-1) e genkwanina (CP-Il), além dos é&cidos clorogénicos 5-O-
cafeoilquinico (CP-IX) e do éacido 4,5-O-dicafeoilquinico (CP-X) e os flavonoides
acacetina (CP-1) e genkwanina (CP-1l1). Para os fungos endofiticos, o estudo
cromatografico e espectroscopico forneceu o isolamento do acido 3-nitropropidnico,
altenusina, N-oxido 2-metil-piridona e tirosol. As estruturas das substancias isoladas
foram determinadas pela anélise de seus dados espectroscépicos de RMN de *H e de *C
e técnicas de COSY, DEPT, HMQC e HMBC, espectrometria de massas no modo MS e



MS/MS com resolucdo unitaria para a confirmacao estrutural e comparacao com dados

obtidos da literatura.

Os potenciais de atividade antioxidante foram determinados com base na
atividade sequestradora de radical livre do 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) e
mostraram atividade comparavel ao do antioxidante padrdo BHT para a fragdo
hidrometanolica que apresentou ICso 21,03 (ug/mL). Os resultados da avaliagdo da
atividade antitumoral, frente a diversas linhagens de células tumorais humana,
mostraram que a fracdo CFD com valores de 1Csq de 2,9 (rim), 3,0 (ovario com fenétipo
de resisténcia a multiplos farmacos) e 5,1 (prostata)y pg/ml. Essa atividade esta
provavelmente relacionada as lactonas sesquiterpénicas isoladas da fracdo
diclorometano. A atividade anti-leishmania para o extrato e as fragdes, mostraram que a
CFH e o CEB exibiram um notavel efeito sob esse microrganismo com ICs, de 7,14-

2,29 e 1,04-0,89 pg/mL, respectivamente.



ABSTRACT

Keywords: Calea parvifolia, Asteraceae, Furanoheliangolides, antioxidant activity,

anticancer activity.

Calea parvifolia plant species belongs to the Helantheae tribe, which is part of the
Asteraceae family. Calea the genus has about 110 species distributed in Mexico, Central
and South America. This genre is considered taxonomically complex and main
sesquiterpene lactones metabolites with basic types of shape eudesmanolides,
furanoheliangolides, germacanolides, guaianolides and heliangolids, and other
compounds such as benzofurans, germacrane, flavonoids, p-hidroxyacetophenone and
derivatice from tris-norsesquiterpene, thymol and acoranos. Among the isolated
compounds there are the sesquiterpene lactones has a range of biological activities such
as Leishmania, anti-inflammatory, anti-melanoma B16 and antitumor activity against
melanoma cells. Because of the large genus Calea, and continue our study of Asteraceae
family plants, in this work we carried out the study Calea parvifolia and endophytic
fungi of this plant, a species not yet studied biological or chemically. Performed
isolation and identification of the main constituents of this plant species and micro-
organisms, and evaluation tests antitumor activity, antioxidant, antibacterial and
antileshmania the single compounds, crude extract and fractions obtained. The chemical
study of Calea parvifolia (leaves) resulted after fractionation and purification of
fractions by using chromatographic techniques in isolation as sesquiterpene lactones
tirotundin 3-O-methyl ether (CP-1V), 15-deoxygoyazensolide (CP-V), 2°,3’-dihydro-15-
deoxygoyazensolide (CP-VI), zexbrevine derivative (CP-VII), 4p,5-dyhidro-15-
deoxygoyzensolide (CP-VIII); in addition to chlorogenic acid 5-O-caffeoylquinic (CP-
IX) and 4,5-dicaffeoylquinic acid (CP-X), flavonoids acacetin (CP-I) and genkwanin
(CP-II). For endophytic fungi, the chromatographic and spectroscopic study provided
the isolation of 3-nitropropionic acid, altenusin, N-Oxide 2-methyl-pyridone and
tyrosol. The structures of the isolated compounds were determined by analysis of
spectroscopic data of 'H and *C NMR and COSY, DEPT, HMQC and HMBC
techniques, and confirmed using tandem mass spectrometry and compared with data
obtained from the literature. The potential antioxidant activity were determined based
on the free radical scavenging activity of 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) and
showed activity comparable to that of standard antioxidant BHT for hydromethanolic



fraction which showed 1Cso 21.03 (ug/ mL). The results of the evaluation of antitumor
activity against several human tumor cell lines showed that the CFD fraction with 1C50
values of 2.9 (kidney), 3.0 (resistant ovarian) and 5.1 (prostate) (ug/mL). This activity is
probably related to isolated sesquiterpene lactones of dichloromethane fraction. The
anti-leishmanial activity for the extract and the fractions showed that CFH and CEB
exhibited a notable effect in this microorganism with IC50 from 7.14 to 2.29 and 1.04 to
0.89 (pug/mL), respectively.






1. INTRODUCAO

1.1.  Espécies vegetais como fontes de compostos bioativos

Em todo o mundo, muitas espécies de plantas sdo utilizadas por vérias etnias ha
mais de 5000 anos, na cura de variadas doencas (GOLDMAN et al., 2001). Essa
utilizacdo deve-se aos principios ativos presentes em plantas, as quais podem ser
utilizadas na producdo de remédios, sendo que aproximadamente 25% dos
medicamentos modernos séo provenientes de vegetais (LIU e WANG, 2008).

Segundo levantamento realizado por Newman e Gragg no periodo de 1940 até
2014, das 175 moléculas utilizadas no tratamento de céancer, 85 (49%) sdo produtos
naturais ou derivados diretos (NEWMAN e CRAGG, 2016). Os dados apresentados
pelos autores, ndo somente em relacdo a produtos usados contra o cancer, mas também
como agentes antibacterianos, dentre outros, demonstram a importancia e utilizacdo de
produtos naturais como fonte de novos compostos, 0s quais podem ser empregados na
forma como isolados e/ou servir como modelos para sintese de medicamentos.

Neste contexto, o Brasil apresenta um perfil promissor devido a sua grande
biodiversidade, a qual proporciona vasto conhecimento na medicina tradicional e uma
rica fonte de novas substancias bioativas (MENDES et al., 2009).

Das diversas familias de plantas que servem como fontes potenciais de farmacos
destaca-se a familia Asteraceae, com aproximadamente 30.000 espécies e 1.700
géneros, distribuidos em todo 0 mundo, exceto no continente da Antartida (FUNK et al.,
2005). Espécies desta familia apresentam lactonas sesquiterpénicas (COSTA et al.,
2005; SCOTTI et al., 2012), flavonoides (EMERENCIANO, et al., 2001;
NASCIMENTO et al., 2002, NASCIMENTO e OLIVEIRA, 2007) e compostos com o
esqueleto diterpénicos (NUNEZ, et. al., 2004), muitos destes compostos de importancia
terapéutica e como marcadores quimiotaxondmicos.

Vaérias espécies de Asteraceae ocorrem na regido dos Campos Gerais no Parana
(MORO, 2006), que constitui uma &rea de investigagdo de nosso grupo de pesquisa,

registrando-se, dentre estas, a presenca da espécie Calea parvifolia, ainda ndo estudada.



1.2. Calea parvifolia

A espécie vegetal Calea parvifolia, uma das espécies selecionadas neste estudo,
pertence a tribo Helantheae, que faz parte da familia Asteraceae. O género Calea possui
aproximadamente 110 espécies, distribuidas no México, América Central e Sul
(NASCIMENTO et. al., 2004). Foi escolhida porque o género Calea apresenta uma
gama de classes de compostos e um grande potencial farmacoldgico.

Estudos quimicos descrevem uma diversidade de metabdlitos secundarios para o
género Calea, tais como lactonas sesquiterpénicas com esqueletos basicos dos tipos
eudesmanolideos, furoheliantolideos, germacrolideos, guaianolideos e heliantolideos,
além de outros compostos como benzofuranos, derivados acoranos, derivados do timol,
flavonoides,  germacrenos,  p-hidroxiacetofenonas e  tris-norsesquiterpenos
(BOHLMANN, et al, 1981, 1982; JAKUPOVIC e BOHLMANN, 1983,
MALDONADQO, et al., 1992; NASCIMENTO, et al., 2002, 2004; OBER, et al., 1984,
1985; ORTEGA, et. al; 1989; YAMADA, et al., 2004). As estruturas das principais
classes de compostos descritos estdo apresentadas na Figura 1.

Dentre os compostos isolados destacam-se as lactonas sesquiterpénicas da classe
dos furano-heliangolideos, como exemplo, a budleina A (1) isolada das partes aéreas da
espécie C. hymenolepis (BOHLMANN et al., 1982) e o 9a-hidroxiatripliciolideo-8-O-
isobutirato (2) isolado das partes aéreas da espécie vegetal C. rupicola (SCHMEDA-
HIRSCHMANN et al., 1986) (Figura 2).



Figura 10: Estruturas das principais classes de metabolitos secundarios isolados do
género Calea.
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Figura 11: Estruturas de lactonas sesquiterpénicas com esqueleto tipo
furanoheliangolideos isoladas das espécies vegetais C. hymenolepis e C.
lantanoides.

Compostos com o esqueleto tipo heliangolideos como o lo-acetoci-
zaxatechinolideo (3), isolado das partes aéreas da C. teucrifolia (BOHLMANN et al.,
1981), o composto 1-oxo-8-desacetil-zacatequinolideo-(2-metil butirato) (4), isolado
das partes aéreas da espécie vegetal C. oxylepisi (BOHLMANN et al.,1982) e os
compostos 15-deoxibudleina (5) e o andlogo da orizabina (6) isolados de Calea
lantanoides (VICHNEWSKI, et al., 1982) (Figura 3), também ocorrem no género.

Figura 12: Estruturas de lactonas sesquiterpénicas com esqueleto tipo heliangolideo
isoladas das espécies vegetais C. teucrifolia, C. zacatechichi e C. oxylepisi.




Lactonas sesquiterpénicas com esqueletos do tipo eudesmanolideos como a 8-
tiglinoiloxireinosina (7), isolada das partes aéreas C. rotundifolia (BOHLMANN et al.,
1981), e o composto trichomatolideo B (8), obtido das partes aereas da espécie vegetal

C. trichomata (OBER et at., 1984) (Figura 4) estdo presente nesse género.

Figura 13: Estruturas de lactonas sesquiterpénicas com esqueleto tipo eudesmanoideo
isoladas das espécies vegetais C. runtundifolia e C. trichomata.

Observa-se também a ocorréncia de compostos com o esqueleto do tipo
germacronolideos como a substancia calealactona A (9), proveniente das folhas da
espécie vegetal C. urticifolia (YAMADA et al., 2004), e o composto calealactona C
(10), isolado de C. zacathechichi, que mostrou atividade antileishmania, com valor ICs
de 1,9 uM (WU, et. al.,, 2011) (Figura 5). Além disto, o extrato aquoso da C.
zacathechichi mostrou também atividade anti-inflamatéria frente a camundongos
albinos Swiss e ratos Wistar (VENEGAS-FLORES, et. al., 2002).

Uma série de lactonas sesquiterpénicas com esqueleto do tipo germacronolideo,
isoladas da espécie vegetal C. urtifolia, demonstrou atividade anti-melandtica frente a
células de melanoma B16, com concentra¢cdes menores que 1,0 uM (OHGUCHI et al.,
2009)



Figura 14: Estruturas de lactonas sesquiterpénicas com esqueleto tipo germacronolideos
isoladas das espécies vegetais C. urtifolia e C. zacathechihi.

As folhas da Calea prunifolia H.B.K, espécie usada na medicina popular da
Colébmbia para a hipertensdo, foram analisadas quanto a composi¢do quimica,
resultando no isolamento do quercetina 3-rutinosideo (11), um derivado do é&cido
quinico, do acido 3,5-di-O-[E]-cafeoilquinico (12) e de um glicosideo diterpénico com
esqueleto do tipo caurano, o &cido enti-158-( B-D-glucopiranosiléxi)-caur-16-en-19-
6ico (13) (Figura 6) (PUEBLA et al., 2011).

Figura 15: Estruturas de compostos isolados da espécie vegetal C. prunifolia H.B.K.
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A fracdo diclorometano da espécie vegetal C. platylepis apresentou atividade
antimicrobiana, sobre Trichophyton mentagrophytes, sendo que o estudo quimico das
flores resultou no isolamento dos compostos genkwanina (14), (+)-40,7pB-
aromadendranediol (15), euparina (16), caleprunina A (17), caleprunina B (18) e
euparona (19) (NASCIMENTO et. al., 2004). As estruturas destes compostos estdo
mostradas na Figura 7.

Figura 16: Estruturas de compostos isolados da espécie vegetal C. platylepis.
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Derivados de p-hidxoxiacetofenona 0s compostos  1-(2-hidroxi-5-(-
1metoxietil)fenil)-3-metilbut-2-em-1-ona  (20) e 1-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-3-
metilbut-2-en-1-ona (21) (Figura 8) isolados das C. prunifolia H.B.K, apresentaram
atividade anti-inflamatoria em edema induzido em orelha de ratos (GOMEZ et al.,
2011).



Figura 17: Estruturas de compostos isolados da espécie vegetal C. prunifolia H.B.K.
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Além destes, compostos com atividade leishimanicida, pertencentes a classe das
cromanonas, como 0s compostos uniflorol A (22) e B (23) e o 2,2-dimetil-6-(1-

hidroxietil)-chroman-4-ona (24) foram isolados de Calea uniflora (Figura 9)
(NASCIMENTO et al., 2007).

Figura 18: Estruturas de compostos isolados da espécie vegetal C. uniflora.
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1.3. Fungos endofiticos

Segundo Kobayashi et al. (2000), a palavra endofitico significa no “interior da
planta” e o uso deste termo pode incluir bactérias, fungos, algas e insetos. Nesse
sentido, microrganismos endofiticos ou endofitos sdo fungos e bactérias que habitam o
interior das plantas, sendo encontrados em folhas, ramos, raizes e sementes, sem causar-
Ihes doengas nem produzir estruturas externas visiveis (AZEVEDO et al., 2000).
Azevedo e Aradjo (2007) complementam esta definicdo, onde “endodfitos sdo todos
aqueles microrganismos que podem ou ndo crescer em meio de cultura, que habitam o
interior de tecidos e dérgdos vegetais sem causar prejuizos ao seu hospedeiro e sem
produzir estruturas externas emergindo dos vegetais”. Esta ultima definicdo acaba por
excluir os microrganismos que produzem nodulos em raizes, como bactérias do género
Rhizobium e fungos micorrizicos. Esta separacdo torna-se importante uma vez que estes
microrganismos podem se comportar como enddfitos. Porém, os endofiticos que nao
produzem estruturas externas, até pouco tempo atrds, eram pouco estudados em
comparacao aos fixadores simbidticos de nitrogénio (LACAVA et al., 2010).

Os primeiros relatos destes microrganismos foram descritos por Bary em 1866,
sendo ignorados por mais de um século devido a falta de conhecimento sobre suas
verdadeiras funcBes na planta e pela dificuldade de estudo uma vez que ndo ha
estruturas externas visiveis (PEIXOTO-NETO et al., 2002). Lewis, em 1924, relata a
presenca de fungos endofiticos em folhas de gramineas, mas sem resultados
promissores, sendo que os estudos mais detalhados de enddéfitos surgiram somente a
partir da década de 80. Atualmente, devido a especificidade e as caracteristicas Unicas
destes microrganismos em se adaptar e estabelecer intrinsecas relagdes simbioticas com
a planta hospedeira (SCHULZ e BOYLE, 2005; KUSARI et al., 2014), aliada com o
desenvolvimento do setor biotecnolégico, os microrganismos endofiticos despertaram o
interesse da comunidade cientifica como fontes alternativas de nutrientes as plantas,
enzimas, compostos bioativos, além de aplicagdo no controle de pragas e patdgenos, uso
na biorremediacdo de areas poluidas entre outras aplicacdes nos mais diversos ramos
cientificos e industriais (LACAVA et al. 2010).

No inicio dos anos 70, considerava-se que 0s microrganismos endofiticos nao

causavam danos ou beneficios as plantas; atualmente sabe-se que esses microrganismos,



em muitos casos, desempenham um papel importante na protecdo de plantas contra
predadores e patdégenos (AZEVEDO et al., 2002).

As influéncias matuas dos fungos endofiticos com o hospedeiro ainda ndo séo
bem compreendidas, porém, sabe-se que os fungos sdo capazes de produzir metabdlitos
que podem trazer diversas vantagens as plantas, como resisténcia aos estresses bioticos
e abidticos.

Além disso, podem produzir metabdlitos que ndo interferem no metabolismo do
vegetal, mas sim na defesa contra outros microrganismos. Nessa associacao, a planta
hospedeira protege e alimenta o endofito, que em resposta produz metabélitos bioativos
para aumentar o crescimento e competitividade do hospedeiro e protegé-lo contra
herbivoros e fitopatdgenos (GUNATILAKA, 2006).

Vaérias classes de metabdlitos secundarios como alcaloides pirrolizidinicos,
esterdides, terpenoides, sesquiterpenos, isocoumarinas, quinonas, flavonoides, fenil-
propandides, policetideos, lactonas entre outros, sdo produzidos por fungos endofiticos,
0 que os caracterizam como uma fonte promissora para estudos de exploracdo do
potencial biotecnolégico de produtos aplicados em diversas areas (KAUL et al., 2012,
CHAPLA et al., 2013; BRADER et al., 2014).

Dentre esses compostos, destacam-se 0s agentes anticancer como a substancia
sequoiatona A (31), obtida de extratos do fungo endofitico Aspergillus parasiticus
isolado da espécie vegetal Sequoia sempervirens (STIERLE et. al., 1999), e o composto
epiepoxidona (32), produzido pelo fungo endofitico Apiospora montagnei, isolado da
planta Polysiphonia violacea, (KLEMKE et. al., 2004)(Figura 13).

Figura 10: Compostos identificados nos extratos dos fungos endofiticos Aapergillus
parasiticus e Apiospora montagnei, isolados das plantas S. sempervirens e
P. violacea, respectivamente.
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O potencial de atividade bioldgica para os compostos provenientes de fungos
endofiticos estende-se para outras &reas como atividade antioxidante, como por
exemplo, a substancia isopestacina (33) (Figura 14), produzida no fungo Pestalotiopsis
microspora, que se comporta com um antioxidante que sequestra radicais superoxidos e
hidroxilas livres (STROBEL et al., 2002).

Uma das principais particularidades referente a metabolitos de fungos
endofiticos € o emprego em testes de agentes imunomoduladores, como por exemplo, o
acido micofenolico (34) (Figura 11) obtido dos extratos de quatro espécies endofiticas
Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys e Septoria, o qual apresentou resultados de um
potente imunossupressor usado para o tratamento de doengas autoimunes e no
transplante de érgdos (BENTLEY 2000; LARSEN et al., 2005).

Figura 11: Compostos identificados nos extratos dos fungos endofiticos P. microspora e
nas espécies endofiticas Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys e Septoria.

33 34

Outra atividade exibida pelos metabolitos produzidos por fungos endofiticos foi
a atividade antimicrobiana dos compostos ergosta-5,7,22-trien-3-ol (35) e 2,3-dihidro-5-
hidroxi-a,a-dimetil-2-benzofurano metanol (36) (Figura 15), identificados no extrato do
fungo Gliomastrix murorum, isolado da planta Paris polyphylla var. yunnanensis, frente
as bactérias A. tumefaciens, E. coli, P. lachrymans, R. solanacearum, X. visicatoria, B.
subtilis e S. haemolyticus (ZHAO et al., 2012).

11



Figura 19: Estruturas de compostos identificados no extrato do fungo endofitico
Gliomastrix murorum isolado da planta Paris polyphylla var. yunnanensis.
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1.4. Espectrometria de Massas (EM)

A espectrometria de Massas (EM) teve seu surgimento, em 1897, pelo trabalho
pioneiro de J. J. Thomson. Desde entdo € uma ferramenta muito utilizada em estudos de
identificacdo e isolamento de compostos sintéticos, organicos e biomoleculares
(CROTTI et. al., 2006; NEWMAN e CRAGG, 2012; PICHINI, et. al., 2016)(Figura
13). Estudos apontam o crescimento do uso dessa técnica no periodo de 1993 a 2004
(Figura 14) (CROTTI, et. al., 2006). Nesse estudo o autor relata a evolucdo dos
trabalhos nas areas que utilizam técnicas de espectrometria de massas, e apresenta a
diversidade de analisadores de massa utilizados nesses equipamentos. A figura 14
retrata as principais técnicas que utiliza a espectrometria de massas, dentre elas, destaca-
se a espectrometria de massas com ionizagdo por “eletrospray” (IES-EM).

A técnica de ionizacdo por IES envolve um processo de transferéncia de ions
pré-existente em solucdo para a fase gasosa, utilizando uma quantidade de energia
menor (soft ionzation), em ralacdo as técnicas anteriores como o bombardeamento de
atomos (FAB) (MORAES e LAGO, 2003). Outra vantagem esta associada a
dessolvatacdo ocorrer gradualmente em temperaturas baixas (tipicamente, de
temperatura ambiente até 80 °C), de forma a ndo gerar fragmentos de moléculas
ionizadas e manter exatamente a mesma estrutura e carga das espécies em solucao
(MORAES e LAGO, 2003) e, possibilitar a analise de moléculas termolabeis e de alta
massa molecular, como proteinas e peptideos.

Devido a essa caracteristica o nimero de artigos usando “eletrospray” passou de
100 para 7800 no periodo de 1980 a 2000, sendo que 80% destes estdo relacionados
com analise de biomoléculas e de compostos organicos;, 10% sdo relativos a
instrumentacédo e estudos sobre aspectos fundamentais de formagao de “eletrospray” e
10% das publicacdes estdo associadas a espécies organometalicas e inorganicas nas
mais diferentes formas (MORAES e LAGO, 2003). Porém, a versatilidade de
equipamento que utilizam fonte de ionizacao por “eletrospray” se estende para analises
de moléculas protonadas/desprotonada ([M+H]"/ [M-H]) e moléculas cationizadas
([IM+Na]* e [M+K]") ou anionizadas ([M+CI]"), todos provenientes de reacdes redox,
acido/base e de coordenacéo de cations (CROTTI et. al., 2006).

Além, da possibilidade de analisar todas essas espécies ionizadas em solucéo,
esse equipamento possibilita estudos em mdaltiplos estagios, utilizando analisador de
massas como o triplo e pentaquatrupolos, armadilha de ions (ion traps), setores elétricos
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e magnéticos e equipamento hibridos (Q-tof, Q-trap) permitindo o acesso a técnicas de
espectrometria de massas sequencial (MS/MS ou MS") e aumentando o potencial
analitico da técnica (CHEN et. al., 2017).

Figura 20: Utilizag8o de espectrometria de massas em diferentes &reas do conhecimento.
Figura extraida do artigo escrito por CROTTI, 2006.
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Todos os dados foram obtidos de pesquisa realizada em www.isiknowledge.com, no periodo de 1993 a
2004, considerando as 500 primeiras citacdes de cada ano. No grafico aparecem apenas areas que
atingiram mais de 1%.

Are as do conhecimento
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Figura 14: Ndmero total de artigos publicados envolvendo as técnicas de ionizagao
mais utilizadas. Baseado nos dados obtidos de pesquisa realizada em
www.isiknowledge.com, no periodo de 1993 a 2004. Figura extraida do artigo
escrito por CROTTI, 2006.
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A possibilidade do uso de técnicas de espectrometria de massa sequencial
permite a identificacdo da razdo massa/carga (m/z) dos ions envolvidos, e também,
fornece informagdes estruturais de todos os ions, permitindo, a “reconstru¢do” da
molécula precursora. Como exemplo destaca-se o0 estudo de mecanismo de
fragmentacdo de lactonas de cinco-membros utilizando ionizacdo por eletrospray
tandem (CROTTI, et. al., 2004). Nesse estudo foram observados os principais
fragmentos de ions para lactonas de cinco-membros e, a partir de perda neutra
preferencial de CO e/ou H,O dessas moléculas, foi possivel racionalizar a estabilidade
de carbocétions envolvido nessas ragoes.

Outro trabalho relatado na literatura foi 0 uso dessa técnica para descrever o
padrdo de fragmentagcdo de lactonas sesquiterpénicas com esqueleto goyazensolideo
(Figura 15). Nesse artigo o autor utiliza a ionizacdo por eletrospray e investiga o padrdo
de dissociagdo, descrevendo o principal fon produto [M+H-R,CO,H)]" formado e
sugere a influéncia da estereoquimica do grupo aciloxila no carbono C8 na relativa
abundancia do produto de ions (CROTTI, et. al., 2005).
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Figural5:Estruturas  dos  goyazensolideos  estudados em  cromatografica
liquida/espectrémetro de massas tandem (LC/MS/MS).
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Anélises de cromatografica liquida/espectrébmetro de massas tandem
(LC/MS/MS) foram também utilizadas para avaliar a influéncia da a- ou B-orientacdo
do C8 dos compostos budleina A (47) e centratherina (48) em seus perfis fragmentacdes
(Figura 16). Nesse estudo foi observado que dependendo da orientacdo do C8 o
caminho de fragmentacéo é dirigido. Para o0 composto budleina A (47) com orientacéo-f3
no carbono C8 (Figura 16b) o principal fragmento formado foi o ion com m/z 293, e
para a centratherina (48) que apresenta orientagdo-a, o0 fragmento de ion
preferencialmente formado foi com m/z 275. Este comportamento pode estar associado
a proximidade entre os grupos cetonas presentes no composto budleina A (47) que
possibilita uma coordenacdo com um atomo de hidrogénio, que dirige a fragmentacao
via um rearranjo sigmatrépico formando um ion preferencialmente de m/z 275 referente
a eliminacdo do grupo éster. No composto centratherina (48), essa aproximacao ndo é
favorecida e o ion de m/z 293 n&o é preferencial (SARTORI, et. al., 2014).
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Figura 16: a) estruturas da budleina A (41) e centratherina (42); b) formagdo do
fragmento de ion m/z 293 a partir da protonacdo da budleina A via um
rearranjo sigmatropico; c¢) estrutura tridimensional da budleina A.
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Outra classe de compostos amplamente estudada em espectrometria de massas
por ionizacdo de eletrospray sdo os flavonoides. Em um trabalho empregando
espectrometro de massas tandem de tempo-de-voo quadrupolo por ionizagdo por
eletrospray de alta-resolucdo (ESI Q-TOF MS/MS), foi possivel diferenciar os
flavonoides 6-C e 8-C-glicosilados como: isoorientina (luteolina-6-glucosideo) (49),
orientina (luteolina-8-C-glucosideo) (50), isovitexina (apigenina-6-C-glucosideo) (51) e
0 vitexina (apigenina-8-C-glucosideo) (52), considerados como de dificil elucidacéo
(GUO, et. al., 2013).
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Figura 27: Estruturas dos flavonoides 6-C e 8-C-glicosilados 43 a 46
OH

Flavonoides com o esqueleto monohidroxi- e pentahidroxi-substituidos, também
tem sido estudados e diferenciados utilizando técnicas em sequéncia de cromatografia
liquida acoplada a espectrémetria de massas (tandem). Como exemplo, destaca-se o
estudo de quatorze flavonoides em modo negativo [M-H] e em modo positivo [M+H]",
ferramenta muito explorada para compostos polifendlicos.

Também sdo relatados estudos utilizando essa técnica para compostos como
acidos clorogénicos, um exemplo foi o estudo de fragmentacdo do acido 3,5- e 4,5-
dicafeoilquinico (ADCQ) (53 e 55 respectivamente). Nesse estudo foram exploradas as
técnicas como ionizagdo por bombardeamento de atomos rapidos (fast atom
bombardement - FAB) e analises de ESI e EIl. O autor observou que nas técnicas de
FAB e EI uma perda de agua caracteristica do 3,5-ADCQ, mas ndo observada para 0
isdbmero 4,5-ACDQ. Porém quando analisado por ESI a informacé&o estrutural foi maior,
especialmente em modo ions negativo (MIKETOVA, et. al., 1999). O mesmo
procedimento foi empregado para analise dos acidos 1,3- e 1,5-dicafeoilquinico (55 e 56
respectivamente) e foi observadas diferengas na abundancia dos ions formados e/ou
presenca ou auséncia de ions especificos, para 1,3- ACDQ apresenta o pico base de m/z
179 e o segundo mais intenso o produto de ion de m/z 335. Para o composto 1,5- ACDQ
observa o ion [M-H-18], ausente para o composto 1,3-dicafeoilquinico e a perda

consecutiva de moléculas de agua a partir do ion de m/z 353 e o ion de m/z 191 ausente
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no espectro do composto 1,3-dicafeoilquinico. Dessa forma, possibilitando a

identificacdo inequivoca desses compostos (SHRAM, et. al., 2004).

Figura 18: Estruturas dos &cidos 3,5- e 4,5-dicafeoilquinicos 53 e 54
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Figura 19: Estruturas dos &cidos 1,3- e 1,5-dicafeoilquinicos 55 e 56.
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2. OBJETIVOS

Constituem objetivos do nosso trabalho:

- Isolar e elucidar as estruturas dos metabolitos secundarios presente na espécie

Calea parvifolia.

- Identificar os metabdlitos secundarios de fungos endofiticos isolados da C.

parvifolia quanto a estrutura quimica.

- Avaliar a capacidade “sequestradora” de radicais livres das substancias presente
do extrato bruto e as respectivas fracdes da espécie C. parvifolia, e dos compostos

isolados em maior quantidade.

- Avaliar as atividades: antitumoral, anti-leishmania, e antimicrobiana
dos extratos, fragbes e compostos puros isolados em maior

guantidade de C. parvifolia.

- Estudo do perfil de fragmentacdo dos compostos isolados
utiizando a espectrometria de massas com ionizagdo por
“eletrospray” (IES-EM).

20



3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.  Procedimentos Gerais e Equipamentos Utilizados

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas em colunas de vidro,
utilizando-se silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm) da Merck, silica gel flash (0,035 — 0,070
mm) Sephadex LH-20 (Merck) e polivinilpolipirrolidona (PVPP) marca Sigma-Aldrich
foram utilizadas como fase estacionaria. As dimensdes da coluna dependeram da
quantidade do material cromatografado. As elui¢cbes foram feitas com solventes
organicos destilados e de grau P. A (hexano, diclorometano, acetato de etila (AcOEt) e
metanol, na forma pura ou em misturas binarias e ordem crescente e decrescente de
polaridade. As fracbes coletadas foram concentradas sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo.

Para a cromatografia em camada delgada, utilizou-se placas de vidro de 5,0 x
20,0 cm, preparadas com SiO; gel 60 G e 60 GFs4 (Aldrich ou Merck) suspensa em
agua destilada numa proporcdo de 1:2, e distribuida em uma espessura de
aproximadamente 0,25 mm.

Para a revelagdo das placas cromatogréficas utilizou-se irradiacdo com lampada
UV nos comprimento de onda 254 — 366 nm, marca Desaga modelo Abnehmbar UV
(254/366 nm) e a pulverizacdo com reveladores quimicos especificos e universais
preparados em solucBes de acido acético/H,SOy4/anisaldeido para terpenos, acido
sulfarico/metanol 1:1 e vapores de iodo seguido de aquecimento.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de ‘H e **C foram
obtidos em espectrdmetro marca Varian, Mercury Plus — 300 MHz e Bruker AVANCE
11 HD — 300 e 500 MHz, utilizando CD3;0D, CDCl3 e D,0 como solventes e TMS (6 =
0,0 ppm) como referéncia interna. A interpretagcdo dos dados foi confirmada por dados
espectroscopicos de correlagbes bidimensionais COSY, HSQC, NOESY e HMBC.

As analises de LC-MS/MS foram realizadas em cromatografo liquido Waters
1525 acoplado ao espectrometro Quattro micro APl Waters (Beverly, EUA) com fonte
de eletrospray e o software de aquisicdo utilizado foi MassLynx (Waters, Milford,
USA), utilizando uma coluna Waters Symmetry® C18 (4,6 X 75 mm x 3,6 um). As
condigdes de operagéo do espectrometro de massas foram: tensdo capilar 2,5 kV (modo

de ionizacao positivo e negativo) e a voltagem do cone de 25V. A temperatura do bloco
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de gas e a temperatura de dessolvatagdo foram fixadas em 150 e 450 °C,
respectivamente. O fluxo de gas do cone de dessolvatagdo foram 50 e 900 L/h,
respectivamente. Os espectros foram registrados em modo positivo e negativo.

3.2.  Estudo Quimico da espécie vegetal Calea parvifolia

3.2.1. Coleta do material

As partes aéreas da espécie vegetal Calea parvifolia foram coletadas em marco
de 2012 e identificada pela professora Dra. Marta Regina Barrotto do Carmo, do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual de Ponta Grossa. As folhas

coletadas nao apresentavam manchas nem indicativos de herbivorismo.

3.2.2. Preparacao e Fracionamento do Extrato Bruto

As partes aéreas da espécie vegetal Calea parvifolia foram secas em estufa
com circulacdo de ar a 30 °C, e moidas em moinho de facas, obtendo-se 270,76 g, de
material moido. A extracdo com metanol, a frio, por maceracdo forneceu, apos
evaporacdo do solvente em evaporador rotativo, o extrato bruto CEB (33,24 g). Parte do
extrato bruto da espécie C. parvifolia (CEB; 25,28 g) foi dissolvido em solucédo
hidrometandlica 1:1 (100 mL) e fracionados por particdo em hexano (3 x 300 mL),
diclorometano (3 x 300 mL) e acetato de etila (3 x 300 mL).

Ap0s remocao do solvente sob vacuo em evaporador rotatério, obteve a fragdes:
hexanica (CFH; 2,409), diclorometano (CFD; 4,88g), acetado de etila (CFAC; 13,07g) e
hidrometanolica (CFHM; 4,93g) referente a espécie C. parvifolia (Esquema 1).
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Esquema 1: Fracionamento do Extrato bruto da espécie C. parvifolia.

C. parvifolia (270,76
)

Extracdo com Metanol

| CEB (33,24 g) ||

Solugdo hidrometandlica 1:1 (100 mL);
Particdo em Hexano (3 x 300 mL), CHZCI2 (3x300

mL) e AcOEt (3 x 300 mL).
| ! ! !

CFH CFD CFAC CFHM
(2,40 g) (4,88 g) (13,07 g) (4,93
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3.2.3. Estudo das fragdes obtidas do fracionamento do CEB de C. parvifolia

No Esquema 2, esta apresentado o fracionamento do CEB de C. pavifolia com 0s

composto isolados nesse estudo.

Esquema 2: Fracionamento das fragdes CFH, CFD, CFAC e CFHM da espécie C. parvifolia.

|| Extrato Bruto (CEB) (25,289) Il

| CFH (2,40 g) I | CFD (2,68 g) I | CFAC (13,07 g) I || CFHM (4,93 g) Il
CC, SiO, gel;10 fragdes |CC, SiO, gel; 9 fracdes CC, Sephadex CC, Sephadex
LLH-20; 3fracdes LH-20;

| | Mistura Il 7 fracOes
| M istura |
v v v v

|CFD-1I |CFD-3(1,55g)| | CFD-7 | | CEFD-9 |

CC, PVPP; 13 fracdes CF CF
H|V| 1 HM-3 H|V| 6 HM-7

\1: ‘1, \1, CC, Sephadex

‘L LH-20; 5 fragdes
|| CFD-3-1 Il | CFD-3-2 I || CFD-3-7 Il || CFD-3-8 Il \1, ¢
CC, SiO, Flash; \1' CFHM-6-2
13 fracGes || CP-1X (385,4 mg) I|
| CP-1 e CP-11 (31,5 mg)

‘1’ ‘1’ || CP-X (14,2 mg) Il
| CFD-3-2-1 I CFD-3-2-3 CFD- 3 2-5 CFD
(186,6mg) (224 6 mg) 3 2-13
Sobrenadante CFD-3-2-3 v \ v
CC, SiO, Flash; 9 fracbes I CED-3- I I CFD-3- I I CED-3- I
2-5-1 2-4-3 2-5-6
\Z v .4
|| CFD-3-2-3-1 || | CFD-3-2-3-4 I || CFD-3-2-3-9 || CP-1l e CP-VIII
CP-VII (68,9mq)
|| CP-VI (3,0mg) Il

CP-I11 e CP- CC, SiO, Flash; 6 fragdes
1\VV(5,0 mg) | CP-V (6,0 mg) |
N

(68,1 mg)




3.2.3.1. Fracado CFH

A CFH (0,80g9) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel 60 (& =
1,25 cm; 30 g), empacotada com hexano e eluida com misturas de hexano/CH,ClIy,
CH,CI,/AcOEt e metanol combinados em ordem crescente de polaridade. As fracOes
coletadas foram analisadas em CCD e reunidas conforme o perfil cromatogréafico,
resultando em dez fragcbes (CFH-1 a CFH-10) (Tabela 1). Todas as fragdes foram

estudadas em CCD e ndo apresentaram separa¢do satisfatoria.

Tabela 5: Dados de massa e cddigos das sub-fragdes da CC da fragdo CFH.

Cadigo Fracdes reunidas Eluentes Massa (mg)
FH-1 1-3 hexano 100% 26,50
FH-2 4-6 hexano/CH,Cl, 50% 39,90
FH-3 7-8 hexano/CH,Cl, 50% 10,60
FH-5 9-11 CH,Cl, 100% 100,60
FH-6 12 CH,CI,/AcOEt 50% 41,20
FH-7 13-17 CH,Cl,/AcOEt 50% 22,10
FH-8 18 CHCI3/EtOAC 50% 172,90
FH-9 19-20 EtOAc 100% 14,20
FH-10 21 EtOAc/MeOH 50% 3,40
FH-11 23-25 MeOH 69,10

3.2.3.2. Fragdo CFD

Parte da CFD (2,689) (Esquema 2) foi submetida a cromatografia em coluna de
silica gel 60 (& = 2,50 cm; 60,00g), empacotada com hexano e eluida com misturas de
hexano/diclorometano, diclorometano/acetato de etila, acetato de etila/acetona e
metanol, combinados em ordem crescente de polaridade. As fragcdes obtidas foram
analisadas em CCD e reunidas conforme o perfil cromatogréfico resultando em nove
fragdes (CFD-1 a CFD-2) (Tabela 2).
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Tabela 6: Dados de massa e codigos das sub-fracdes da CC da fragdo CFD.

Cddigo Fracdes reunidas Solvente Massa (mg)
CFD-1 1-4 hexano 100% 2,60
CFD-2 5 hexano/CH,CI; 50 % 3,80
CFD-3 6 CH,Cl,/AcOEt 50 % 1550,00
CFD-4 7 CH,ClI,/AcOEt 50 % 163,20
CFD-5 8-9 CHCI3/ AcOEt 50 % 180,8
CFD-6 10 CH,CI,/AcOEt 50 % 142,3
CFD-7 11 AcOEt /acetona 50 % 25,10
CFD-8 12 acetona 100% 6,80
CFD-9 13 MeOH 100% 30,50

A fragdo CFD-3 (1,55¢g) foi submetida & cromatografia em coluna em PVPP (&
= 2,50 cm; 8,00g) para remogdo e separacdo de fendlicos, empacotada e eluida em
metanol. Foram coletadas 85 fragdes as quais foram analisadas em CCD e reunidas
conforme o perfil cromatogréafico resultando em oito novas fracdes (CFD-3-1 a CFD-3-

8) (Tabela 3). A fracdo CFD-3-7 forneceu a mistura dos compostos CP-1 e CP-I1 (31,5
mQ).

Tabela 7: Dados de massa e cddigos das sub-fragdes da CC da fragdo CFD-3.

Cadigo Fracdes reunidas Solventes Massa (mg)
CFD-3-1 1-4 MeOH 100 % 7,70
CFD-3-2 5-15 MeOH 100 % 996,80
CFD-3-3 16-19 MeOH 100 % 7,40
CFD-3-4 20-22 MeOH 100 % 14,10
CFD-3-5 23-31 MeOH 100 % 18,00
CFD-3-6 32-40 MeOH 100 % 3,40
CFD-3-7 41-45 MeOH 100 % 31,20
CFD-3-8 46-53 MeOH 100 % 10,70

A fragdo CFD-3-2 (996,80 mg) foi submetida a cromatografia em uma coluna
de silica flash (& = 1,00 cm; 12,00g), empacotada com hexano e eluida como misturas
de hexano/acetato de etila e metanol, combinados em ordem crescente de polaridade.
Foram coletadas 45 fra¢Ges que foram analisadas em CCD e reunidas conforme o perfil
cromatografico resultando em treze fracbes (CFD-3-2-1 a CFD-3-2-13) (Tabela 4).
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A fracdo CFD-3-2-1 forneceu uma mistura dos compostos CP-IIl e CP-IV

(5,0mg). A fracdo CFD-3-2-4 apresentou um residuo solido que foi solubilizado em

cloroférmio e precipitado com metanol fornecendo o composto CP-V (6,0 mg).

Tabela 8: Dados de massa e codigos das sub-fragfes da CC da fragdo CFD-3-2.

Cadigo Fracdes reunidas Solventes Massa (mg)
FD-3-2-1 1-3 hexano/acetona 50 % 5,00
FD-3-2-2 4 hexano/acetona 50 % 55,00
FD-3-2-3 5-Sob hexano/acetona 50 % 186,60
FD-3-2-5 6-8 hexano/acetona 50 % 224,60
FD-3-2-6 9-13 hexano/acetona 50 % 45,40
FD-3-2-7 14-17 hexano/acetona 60 % 20,30
FD-3-2-8 18-28 hexano/acetona 60 % 2,70
FD-3-2-9 29-30 Acetona 100 % 10,40

FD-3-2-10 31-35 EtOAc 100 % 12,40
FD-3-2-1 36-38 AcOEt /MeOH 50 % 7,00
FD-3-2-12 39-41 AcOEt /MeOH 50 % 3,40
FD-3-2-13 42 AcOEt /MeOH 50 % 91,20
FD-3-2-14 43-45 MeOH 100 % 8,00

O sobrenadante da fracdo CFD-3-2-3 (180,60 mg) foi submetido a um

fracionamento em uma coluna de silica flash (& = 1,00 cm; 12,00g), empacotada com

hexano e eluida com uma mistura de hexano/acetona e de acetona metanol 1:1, sendo

coletadas 45 fracgdes, as quais foram reunidas em nove fracdes (CFD-3-2-3-1 a CFD-3-
2-3-9) (Tabela 5). O composto CP-VI (3,00 mg) foi isolado da fragédo fracdo CFD-3-2-

3-4.

27



Tabela 9: Dados de massa e codigos das sub-fragdes da CC da fragdo CFD-3-2-3.

Caodigo Fracgdes reunidas Solvente Massa (mQ)
FD-3-2-3-1 1-15 Hexano/Acetona 50 % 5,00
FD-3-2-3-2 16 Hexano/Acetona 50 % 29,5
FD-3-2-3-3 17-24 Hexano/Acetona 50 % 5,20
FD-3-2-3-4 25-26 Hexano/Acetona 50 % 3,00
FD-3-2-3-5 27-32 Hexano/Acetona 50 % 48,40
FD-3-2-3-6 33-34 Hexano/Acetona 50 % 32,10
FD-3-2-3-7 35-36 Hexano/Acetona 50 % 38,90
FD-3-2-3-8 37-41 Acetona 100 % 10,30
FD-3-2-3-9 43-45 MeOH 100 % 8,00

A fracdo CFD-3-2-5 (224,60 mg), foi fracionada em coluna de silica flash (& =
1,00 cm; 6,56 g), empacotada com hexano e eluida como misturas de hexano/acetona
em um gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 21 fragdes, as quais foram
analisadas em CCD e reunidas conforme o perfil cromatogréafico resultando em seis
fragdes (CFD-3-2-5-1 a CFD-3-2-5-6) (Tabela 6). As fracbes CFD-3-2-5-2 e CFD-3-2-
5-3 forneceram a mistura de compostos CP-11l e CP-VII (68,10mg) e 0 composto puro
CP-VIII (68,90 mg), respectivamente. As fraces CFD-4 e CFD-6 foram submetidas a

fracionamento em CC, mas nao foi possivel o isolamento de compostos puros.

Tabela 6: Dados de massa e codigos das sub-fragdes da CC da fracdo CFD-3-2-5.

Cadigo Fracdes reunidas Solventes Massa (mg)
FD-3-2-5-1 1-4 Hexano 100 % 10,70
FD-3-2-5-2 5-7 Hexano/Acetona 90 % 68,10
FD-3-2-5-3 8-12 Hexano/Acetona 85 % 68,90
FD-3-2-5-4 13-16 Hexano/Acetona 75 % 18,30
FD-3-2-5-5 17-19 Hexano/Acetona 60 % 9,90
FD-3-2-5-6 20-21 Acetona 100 % 7,30

3.2.3.3. Fragdo CFAC

Parte da fracdo CFAC (7,0g) foi submetida a filtracdo em coluna de Sephadex
LH - 20 (©@= 2,5 cm; 2,59), empacotada com metanol e eluida com agua, e
agua/metanol em gradiente decrescente de polaridade. Foram obtidas vinte e trés fragdes
que foram reunidas em trés novas fragdes CFAC-1 (5,47g), CFAC-2 (477,40 mg) e
CFAC-3 (15,40 mg). A fracdo CFAC-2 foi submetida a cromatografia em coluna em

PVPP (& = 2,50 cm; 6,009), que foi empacotada e eluida com metanol. Foram
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coletadas18 fracOes, as quais foram analisadas e reunidas em oito novas que se
apresentaram como uma mistura complexa de compostos em CCD e ndo foram

estudadas.

3.2.3.4. Fracdo CFHM

Parte da fragcdo CFHM (2,28 g) foi submetida a filtragdo em coluna de Sephadex
LH-20 (&= 2,5 cm; 2,5g), empacotada com metanol e eluida com agua, e &gua/metanol
em gradiente decrescente de polaridade. Foram obtidas dezesseis fraces que foram
reunidas em sete fracdes (CFHM-1 a CFHM-16) (Tabela 7). A fracdo CFHM-3 (385,40

mg) forneceu o composto CP-1X.

Tabela 7: Dados de massa e codigos das sub-fracdes da CC da fragdo CFHM.

Cadigo Fracdes reunidas Solventes Massa (mg)
CFHM-1 1 H,O 71,90
CFHM-2 2 H,O/MeOH 90 % 628,60
CFHM-3 3-5 H,O/MeOH 70 % 385,40
CFHM-4 6-7 H,O/MeOH 50 % 445,00
CFHM-5 8-9 MeOH 160,1
CFHM-6 10 MeOH 304,3
CFHM-7 11-16 MeOH 590,00

A fracdo CFHM-6 (304,30 mg) foi submetida a um fracionamento por meio de
filtracdo em Sephadex LH-20, empacotada com metanol e eluida MeOH/CHCI; 1:1,
obtendo vinte fracdes que foram reunidas resultando em cinco novas fra¢ées (CFHM-6-
1 a CFHM-6 -5) (Tabela 8). A fragdo CFHM-6-2 (14,20 mg) forneceu o composto CP-
X. As demais fragdes foram analisadas, ndo foi possivel a obtencdo de composto

suficientemente puros para analises espectroscépicas.

Tabela 8: Dados de massa e codigos das sub-fragdes da CC da fracdo CFHM-6.

Caodigo FragOes reunidas Solvente Massa (mg)
CFHM-6-1 1-2 MeOH/CHCl; 50 % 89,00
CFHM-6-2 3 MeOH/CHCI; 50 % 14,20
CFHM-6-3 4 MeOH/CHCI; 50 % 79,50
CFHM-6-4 5 MeOH/CHCl; 50 % 79,10
CFHM-6-5 6-7 MeOH/CHCl; 50 % 81,50
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3.3. Estudos dos metabolitos secundarios produzidos por fungos endofiticos de

Calea parvifolia
3.3.1. Isolamento dos fungos endofiticos

O isolamento dos fungos endofiticos da planta Calea parvifolia foi realizado
utilizando a metodologia descrita por PAMPHILE et al. (2002), modificada. Esta parte
do trabalho foi desenvolvida sob a responsabilidade do professor doutor Jodo Alencar
Pamphile, do Departamento de Biotecnologia da Universidade Estadual de Maringa.

As folhas selecionadas ndo apresentaram marcas visiveis de ataque por insetos,
ou manchas. O numero de folhas selecionado foi de cento e quinze folhas. A
desinfeccdo superficial consistiu na lavagem das folhas em &gua corrente, seguida de
lavagem em NaOCI 5%, alcool 70% durante 30 segundos, sendo que a Gltima lavagem
foi realizada utilizando agua destilada autoclavada. Para comprovacao da desinfeccao
superficial, uma aliquota de 100 uL da ultima lavagem foi depositada e homogeneizada
com alca de Drigalski em placa de Petri, contendo meio BDA (batata-Dextrose-Agar).

Posteriormente a desinfeccdo superficial, as folhas foram cortadas
assepticamente no fluxo laminar em fragmentos de aproximadamente 0,5 cm?® Em
sequida, quatro fragmentos foliares foram inseridos em cada placa de Petri contendo
meio BDA, acrescidos de 50 pg.ml™ de tetraciclina, para inibir o crescimento
bacteriano.

Vinte placas foram incubadas em estufa B.O.D. a 28° C, durante sete dias. Os
fungos crescidos foram transferidos para novas placas contendo BDA (Batata-Dextrose-
Agar) para inicio do processo de purificagdo. Para a determinacio da frequéncia de
colonizagdo (FC), foi avaliado o nimero de fragmentos que apresentaram crescimento
fangico em relagdo ao numero total de fragmentos amostrados, de acordo com a

seguinte férmula:

FC = n° de fragmentos foliares com crescimento fungico

n° total de fragmentos amostrados *100.
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3.3.2. Agrupamento, caracterizacdo e identificacdo dos fungos endofiticos

baseados na morfologia.

As linhagens isoladas foram transferidas para meio (BDA) e incubadas em estufa
B.O.D a temperatura de 28°C. Posteriormente ao crescimento de sete dias, as linhagens
foram agrupadas de acordo com o aspecto: cor da coldnia e também formato do micélio.
Para a identificacdo dos fungos, foi utilizado sequenciamento de DNA, utilizando

metodologia descrita por Rhoden et al., 2012,

3.3.3. Obtencao da frequéncia de colonizacéo (FC)

A frequéncia de colonizacdo depende de varios fatores, entre eles, fatores
climaticos, fisiologia da planta e estagio de desenvolvimento e condi¢Bes nutricionais
da planta. Garcia et al., 2012 isolando fungos endofiticos foliares de Sapindus
saponaria obtiveram FC=100% , da mesma maneira, Rhoden et al., 2012 em folhas de
Trichilia elegans a FC=100%. Os fungos purificados foram agrupados de acordo com as
caracteristicas do micélio. Nas analises macroscopicas foi possivel criar 10 morfogrupos

distintos para iniciar as atividades de obtencdo de metabdlitos secundarios.

3.3.4. Obtencdo dos extratos metabdlitos secundérios dos fungos endofiticos

isolados

Para obtengdo de metabolitos secundarios foi utilizada a metodologia de Li et al.
(2005), modificada. Os fungos isolados e purificados (num total de 16 fungos
endofiticos) foram incubados em Erlenmeyers, contendo caldo BD (250 mL),
posteriormente dispostos na B.O.D. a 28°C, durante 15 dias. Em seguida, o caldo
fermentado foi centrifugado a 3.600 rpm, durante 15 minutos. O sobrenadante (500 mL)
foi transferido para funil de separagéo, fracionado em acetato de etila P.A. (3x de 100
mL). O acetato de etila resultante da extracdo foi concentrado em evaporador rotativo
R-3000 Buchi, a 40°C. As massas para os extratos obtidos (FE-1 a FE-16) estdo
especificadas na Tabela 12. Também foi utilizada a extragdo metabolica diretamente do

micélio produzido. O micélio depois de filtrado foi mantido por 24 horas em metanol.

31



Apdbs este periodo foi centrifugado e o sobrenadante coletado e concentrado em

evaporador rotativo.

Tabela 9: Dados de massa para os fungos endofiticos isolados da espécie vegetal Calea

parvifolia.

Codigo NUmero do Fungo endofitico Massa (mg)
CF-1 ICAL-6 5,70
CF-2 ICAL-12 27,10
CF-3 ICAL-15 22,40
CF-4 ICAL-19 11,20
CF-5 ICAL-22 20,80
CF-6 ICAL-25 11,60
CF-7 ICAL-31 51,00
CF-8 ICAL-36 36,40
CF-9 ICAL-38 13,10
CF-10 ICAL-48 7,30
CF-11 ICAL-54 43,90
CF-12 ICAL-59 41,50
CF-13 ICAL-65 29,30
CF-14 ICAL-74 14,40
CF-15 ICAL-76 8,60
CF-16 ICAL-83 17,40
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3.3.5. Estudo Quimico dos estratos brutos dos fungos endofiticos

As anélises realizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
fase reversa foram realizadas em um cromatografo de marca Shimadzu (Mod.
Prominence) com duas bombas LC-20AR, desgaseificador DGU-20ASR, detector UV-
VIS modelo SPD-M20A e sistema de injecdo automatico SIL-10AF. Para a observacao
inicial do composto presente e estabelecimento de condi¢Bes cromatograficas iniciais,
empregou-se uma coluna analitica C18 — Shim-pack prep.-ODS 250 x 46 mm id
(Shimadzu). Para a quantificacdo do 3-NPA no extrato (ICAL-83) via CLAE, o extrato
bruto foi ressuspendido em solucdo de &acido ortofosférico 0,1% (pH 2,0), sendo
posteriormente injetada as amostras no sistema cromatografico. A absorbancia foi
analisada em 210nm (Muir e Majak, 1984; Majak e McDiarmid, 1990). Foi utilizada a
fase movel constituida de 0,1% de acido ortofosférico (pH 2.0) com vazdo de
0.9mL/min. A coluna foi lavada com metanol 30% entre as injecOes de amostra. O 3-
NPA (>97 %, Sigma) foi usado como padréo para quantificacéo.

O extrato CF-16 (Diaporthe infecunda) apresentou como constituinte
majoritario o composto CF-1; o extrato CF-12 (Alternaria eichhoniae) forneceu o
composto CF-11 e o extrato CF-6 (Diaporthe ssp) (11,60 mg) foi submetido a filtragdo
em coluna de Sephadex LH — 20 (= 2,5 cm; 2,5g), empacotada com metanol e aluida
com metanol. Foram obtidas seis fracdes que foram reunidas em duas fragdes CF-6-1 e
CF-6-2. A fracdo CF-6-2 forneceu a mistura de compostos CF-I11 e CF-1V.
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4. ENSAIOS BIOLOGICOS

4.1. Atividade antioxidante

Os testes de atividade antioxidante foram realizados para todos os extratos
brutos e fracOes das plantas estudadas. Os potenciais de atividade antioxidante serdo
determinados com base na atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH) (EL-MASSRY et al., 2002). As amostras (20,0 mg) e o padrdo em
metanol (10,0 ml) serdo adicionados em diferentes volumes a 2,0 ml de uma solucéo de
DPPH (4,7 mg) em metanol (75,0 ml) preparado em frasco escuro.

Apds 30 minutos a absorbancia foi determinada em espectrofotémetro UV-
visivel (Varian, modelo Carey 50), em 515,5 nm empregando metanol como branco.
Todos os testes foram realizados em triplicata. Como solugdo controle foi utilizada a
solugéo de DPPH sem adigédo das amostras. O BHT foi utilizado como padré&o.

A porcentagem de inibi¢do do radical livre DPPH, foi calculada da seguinte
forma: (% = (Ao — A1) X100/ Ap) onde A, foi a absorbancia da reacéo controle e A; foi a
absorbancia na presenca das amostras. O tempo de duracdo do experimento é de 30
minutos para cada experimento. A porcentagem de inibi¢cdo contra a concentracdo
(ug/ml) da amostra foi plotada para se obter a quantidade de antioxidante necessaria
para um decréscimo de 50% da concentracdo inicial (ICsp). O ICs foi obtido pela

aplicacdo do método de regressao linear.

4.2. Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana das fracbes CFH, CFD, CFAC, CFHM e o extrato
bruto (CEB), para a especie vegetal C. parvifolia e LFH, LFCD, LFAC, LFHM e
extrato bruto (LEB), referente a espécie vegetal Lucilia linearifolia Baker, foram
testadas, frente quatro cepas de bactérias: Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Shigella flexneri (ATCC 12022). Sob a responsabilidade do professor doutor Jodo
Alencar Pamphile, do departamento de biotecnologia da Universidade Estadual de
Maringa.
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As bactérias foram crescidas durante 24 h em caldo LB (Luria-Bertani), e a
concentracdo bacteriana foi posteriormente ajustada em solucédo salina 0,85% a uma
concentracéo de 1,5 x 108 UFC.mL™ utilizando a escala de McFarland 0.5. As bactérias
foram semeadas (100 pL) sobre as placas de Petri contendo o meio LB solido,
realizando-se o espalhamento com alga de Drigalsky.

Posteriormente foram inseridos cinco discos de papel filtro Whatman n° 4,
autoclavados (@ 6mm), em cada placa, embebidos com 10 uL dos extratos previamente
diluidos em metanol (MeOH), em diferentes concentragées (0, 10, 20, 30 e 50 mg.mL™
de MeOH). Para o controle positivo foi inoculado tetraciclina na concentragdo de 2
mg.mL™? em MeOH. As placas foram incubadas em B.O.D. a 37°C durante 24 horas.
Foi avaliada a atividade pela formacdo de halo de inibicao, aferindo a distancia dos
halos a partir da borda dos discos de papel filtro até a borda dos halos formados e
comparado ao controle com tetraciclina.

O tamanho dos halos foi avaliado estatisticamente com o teste de Scott-Knott
(p<0,05), sendo comparados todos os tratamentos quanto a efetividade dos compostos
testados, além de analise de regressao linear simples para as fracdes que se mostraram

efetivas.

4.3. Atividade antitumoral

A avaliacdo da atividade antitumoral das fracGes da C. parvifolia foi realizada no
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) da
UNICAMP sob-responsabilidade dos professores Dr. Jodo Ernesto de Carvalho e Dra.
Mary Ann Foglio. As linhagens de células utilizadas foram cedidas pelo National
Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos da América (EUA). Todos os procedimentos
foram realizados segundo metodologia descrita por Monks et al. (1991).

No procedimento, foram plaqueados 100uL/compartimento de células, em meio
de cultura RPMI-1640 suplementando com 5% de soro fetal bovino inativo (SFB) e
penicilina:estreptomicina (meio RPMI/SFB/pen:strep), nas suas respectivas densidades
de inoculacdo, em placas de 96 compartimentos. Estas foram incubadas por 24 horas, a
37°C em atmosfera de 5% de CO, e 100% de umidade. Para cada linhagem foi
utilizadas um numero estipulado de placas, além da placa T, (placa controle),

dependendo da quantidade de células obtidas na contagem. As amostras foram diluidas
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em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracdo de 0,1g/mL resultando em solugdes
estoques. Estas solugbes foram diluidas 40 vezes em RPMI/SFB/pen:strep. Foram
adicionadas 100uL/compartimento do composto a ser testado nas placas de 96
compartimentos, exceto na Ty, nas doses de 0,25; 2,5; 25; 250 mg/mL. Neste mesmo
momento foi realizada a fixacdo da placa Ty, determinando-se assim a quantidade de
células presentes no momento em que os compostos foram colocados. As demais placas
foram incubadas por 48 horas. Apds este periodo, foram realizadas as leituras pelo
ensaio da Sulforrodamina B (SRB).

As placas de 96 compartimentos foram fixadas com 50 plL/compartimento de
acido tricloroacético a 50% (TCA). Para completar a fixacdo celular, as placas foram
incubadas por 1 hora a 4°C. Ap6s esse tempo, foram submetidas a quatro lavagens
consecutivas com agua destilada para a remocdo dos residuos de TCA, meio, SFB e
metabdlitos secundarios. Estas placas foram mantidas a temperatura ambiente até a
secagem completa.

Em seguida, as placas foram coradas pela adicdo de 50uL/compartimento de
SRB a 0,4% (peso/volume), dissolvido em &cido acético a 1%. Estas foram incubadas a
4°C, durante 30 minutos. Apds esse periodo, as placas foram lavadas por 4 vezes
consecutivas com uma solucéo de &cido acético 1%. O residuo da solucdo de lavagem
foi removido e as placas foram novamente secas a temperatura ambiente.

O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com uma solugdo de
Trizma Base, na concentracdo de 10uL e pH 10,5, por 5 minutos em ultra-som. A
leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560nm em um leitor de
microplacas.

A andlise estatistica dos ensaios para determinar o crescimento das células, foi
baseada nas meédias das absorbancias descontadas de seus respectivos brancos e através
das formulas seguintes, foi determinado o crescimento celular.

Se T>C a substancia estimulou o crescimento.

Se C>T > Ty, a substancia foi citostatica, Cresc.(%) = 100*[(T-To)/(C-To)].

Se T<T, a substancia foi citocida, Cresc.(%) = 100*[(T-To)/(To)];

Onde: T é a média da absorbancia da célula tratada;

C é o controle de célula;

To € o0 controle das células no dia da adi¢éo das substancias.
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Foram gerados graficos de crescimento (em porcentagem) em fungdo da

concentragdo da amostra testada, para cada uma das linhagens testadas.

4.4. Atividade Antileishmania

4.4.1. Parasita

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa
WHOM/BR/75/JOSEFA) foram cultivadas em meio Warren (Infusdo de Cérebro e
Coragdo “Difco®, hemina (Sigma) e 4cido folico (Sigma) pH 7,0 suplementado com

10% de soro fetal bovino inativado (SFB — Gibco) e incubadas a 25 °C.

4.4.2. Ensaio antiproliferativo

Formas promastigotas (1 x 10° parasitos/mL) com cultivo de 48 h serdo
adicionadas em placa de 24 pocos estéril, na presenca e auséncia de diferentes
concentracbes do extrato e fragdes diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma
Chemical Co, St Louis, MO, USA) a 1%, em seguida incubadas por 72 h a 25 °C. Os
tratamentos foram realizados nas concentragdes finais de 1, 5, 10, 50, 100 e 500 pg/mL
e a contagem realizada em camara de Neubauer para determinar a concentracdo
inibitéria de 50% dos protozoarios (Clsg) (VENDRAMETTO, et. al., 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo da Espécie Vegetal Calea parvifolia

5.1.2. ldentificacdo dos compostos isolados de Calea parvifolia

A discussdo relativa a identificacdo dos compostos isolados C. parvifolia esta
dividida por classes de metabolitos, na seguinte sequencia: lactonas sesquiterpénicas,

flavonoides e &cidos clorogénicos.

5.1.3. Lactonas sesquiterpénicas (compostos CP-111 a CP-VIII)

COMPOSTO CP-V

O composto CP-V foi isolado da fragdo CFD-3-2-2, na forma de sélido escuro e,
sua estrutura foi elucidada como sendo a do 15-deoxigoiazensolideo utilizando analise
dos dados de RMN de 'H, *C, COSY, DEPT, HMBC e HSQC e comparac&o com os da

literatura.
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No espectro de RMN de *H (Figuras 20 e 21) foi observada a presenca dos
hidrogénios H-6 e H-7 em &y 5,28 (m) e 64 3,71(m), respectivamente, que evidenciam a
jungdo da unidade a-metileno-y-lactona ao anel de dez membros caracteristica do
esqueleto tipo goiazensolideo. Ainda como parte do anel, observou-se sinais para 0s
hidrogénios olefinicos H-2 e H-5 em &y 5,61(s) e 5,95(m), para o hidrogénio
oximetinico H-8 em &4 5,19 (m) e para os hidrogénios metilénicos H-9 em &y 2,32 dd (J
=15,1; 3,4 Hz) e 2,55 (J = 15,1; 3,4 Hz).

Os sinais para os hidrogénios vinilicos H-13a e H-13b da unidade a-metileno-y-
lactona aparecem em oy 5,68 d (J = 2,9 Hz) e 6,35 d (J = 2,9 Hz), respectivamente. O
grupo metacriléxi ligado ao C-8 foi evidenciado pelos sinais de hidrogénio H-3a’ ¢ H-
3b’ em oy 5,61(sl) e 6,03 t (J = 1,0), um sinal para o grupo metilaem &4 1,87t (J =1,2
Hz).

No espectro de RMN de **C (Figuras 22 e 23) foi observados sinais para o grupo
diidro-furanolactonico em &¢ 205,5 (C-1), 103,4 (C-2), 185,2 (C-3) e 87,8 (C-10). A
unidade o-metileno-y-lactona foi confirmada pelos sinais da carbonila a,B-insaturada em
dc 168,9, dos carbonos vinilicos em 8¢ 123,7 e 135,9 e o carbono oximetinico em &¢
75,4 e o carbono metilénico em 6¢ 48,5. A ligacdo dupla entre os carbonos C-4 e C-5 do
anel macrociclico foi evidenciada pelos sinais em 3¢ em 131,9 (C-4) e 134,2 (C-5). Os
sinais do grupo ester a,B-insaturado ligado ao carbono C-8 foram observados em ¢
165,9 (C-17), 8¢ 139,1 e 127,1 relativos aos carbonos vinilicos C-3’ e C-2’, ¢ em 6c18,3
para o grupo metila (Tabelas 10 e 11).
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Figura 20: Espectro de RMN *H (CDCls5, 300 MHz) para o composto CP-V.
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Figura 21: Expansdo do espectro de RMN *H (CDCls, 300 MHz) para o composto CP-
V.
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Figura 22: Espectro de RMN de **C (CDCls; 75,5 MHz) para o composto CP-V.
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Figura 23: Expansdo do espectro de RMN de *C (CDCls; 300 MHZ) para 0 composto
CP-V.
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O espectro de HSQC (Figuras 24 e 25) mostrou a correlagdo entre os
hidrogénios vinilicos em &y 5,61 e 5,95 com os carbonos C-2 e C-5, respectivamente,
bem como a correlacdo entre os hidrogénios olefinicos em &y 6,03 e 5,61 com o
carbono C-3°. Para unidade o-metileno-y-lactona foi observado as correlagdes entre 0s
hidrogénios em 8y 6,35 e 5,68 com o carbono C-13, H-6 com o carbono em &¢c 75,4 € a
correlacdo entre o hidrogénio em &y 3,71 com o carbono C-7. Ainda, a andlise das
demais correlacbes observadas no espectro de HSQC permitiu a atribuicdo dos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos para o composto CP-V.

O espectro de COSY (Figuras 26 e 27) mostrou as correlagdes entre 0 H-3" com
0 hidrogénio em &y 1,85 (4’-CH3) e entre os hidrogénios da ligacdo dupla terminal em
oy 6,02 e 5,61, para o grupo metacriloxi. As correlagdes entre os sinais de H-5 (64 5,95)
com H-6 (64 5,28), deste com H-7 (&4 3,71) e de H-7com H-8 (&4 5,19) permitiram
confirmar a conectividade entres os respectivos carbonos desta por¢do da molécula. A
correlacdo entre o hidrogénio em &y 5,19 (H-8) com os hidrogénios H-9a e H-9b

complementa esta informag&o.
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Figura 24: Espectro de HSQC (CDCl3; 300 MHz) para o composto CP-V.

13

7 AW 11

RS

:

nnA_ALM

a® "¢

e

F2 Chemical Shift (ppm)

6.35,123.78,0.18  5.68, 123.65, 0.23

6.02, 127.63, 0.13 5.61, 127.63, 0.13

5.94, 134.14, 0.15

T — T T f
6.25 6.00 5.75 5.50
F2 Chemical Shift (ppm)

NEIDY NN

5.19, 75.01, 0.18

5.28,75.21, 0.16

5.61, 103.28, 0.15

— T T
5.75 5.50 5.25
F2 Chemical Shift (ppm)

20

40

60

80

100

120

140

115
120
125
130
135

140

72
80
88
96

104

F1 Chemical Shift (ppm)

F1 Chemical Shift (ppm)

F1 Chemical Shift (ppm)

45



Figura 25: Expansédo do Espectro de HSQC (CDCl3; 300 MHz) para o composto CP-V.
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Figura 26: Espectro de COSY (CDCl3; 300 MHz) para o composto CP-V.
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Figura 27: Espectro de COSY (CDCl3; 300 MHz) para o composto CP-V.
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A anélise do espectro de HMBC (Figura 28, 29 e 30) possibilitou confirmar a
atribui¢do dos sinais para a unidade a-metileno-y-lactona por meio de correlagdes dos
hidrogénios H-13a e H-13b com os carbonos C-12 e C-7, em &¢c 168,9 e 48,5
respectivamente. Para o grupo éster ligado ao C-8 foi observada a correlagdo entre o
hidrogénio em &y 6,03 com os carbonos C-1’e C-4°, ¢ a correlagdo do H-4’ com os
carbonos em &¢ 165,9 (C-17), 127,7 (C-3) ¢ 135,9 (C-2’). O posicionamento d do grupo
CH3-14 no C-10 foi confirmado pelas correlacdes do H-14 com os carbonos em ¢ 87,8
(C-10), 185,2 (C-3) e 205,5 (C-1).

A posigdo-f para o grupo metacriloxi do C-8 em CP-V foi definida
principalmente por comparacao com dados do epimero C-8a, onde a principal diferenca
foi observada para o carbono C-6 (5¢ 81,5 para C-8a e 75,4 para o C-83) (HELENO et
al., 2004). O composto 15-deoxigoiazensolideo ja foi relatado no género, isolado da
espécie Calea pilosa (BOHLMANN et al., 1981).
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Figura 28: Espectro de HMBC (CDCl3, 300 MHz) para o composto CP-V.
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Figura 29: Expanséo do espectro de HMBC (CDCl3, 300 MHz) para o composto CP-V.
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Figura 30: Expanséo do espectro de HMBC (CDCl3, 300 MHz) para o composto CP-V.
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Os dados de RMN *H e *C foram comparados com os da literatura para o
composto contendo o0 grupo angeloxi no C-8, a 15-deoxibudleina A (37)
(VICHNEWSK, et al., 1982) (Tabela 13), e para o seu epimero contendo o grupo
metacriloxi na posi¢cdo—o. denominado 15-deoxigoiazensolideo (HELENO et al., 2004).
(Tabela 10 e 11). E os dados comparados foram concordantes com os da literatura para

0 epimero do composto 15-deoxibudleina A.

Tabela 10: Dados espectroscopicos de RMN de 'H e **C (CDCl;, 300 MHz) do
composto CP-V e do 15-deoxibudleina A.

15-deoxibudleina A Composto CP-V

N° S mutt. (J em Hz) dc 1 mui. (0 em Hz) dc HMBC

1 204,9 205,5

2 559s 103,0 561s 103,1 205,5; 185,2;

87,8

3 184,8 185,2

4 131,8 131,7

5 5,93 dq (4,0; 1,5) 134,1 595 m 134,0

6 5,30 tq (4,0; 1,5) 75,4 5,28 m 75,1

7 3,70m 48,5 3,71m 48,3

8 5,25 ddd (5,5; 4,2) 74,1 519m 74,9

9 2,53 dd (15,0; 5,5) 41,9 2,55dd (15,1; 3,4) 42,4 75,2

2,29 dd (15,0; 4,0) 2,32.dd (15,1; 3,4)
10 87,5 87,8
11 138,7 138,8
2
12 168,7 168,9
13 5,69 qd (3,0) 123,5 5,68d (2,9) 123,7
6,36 d (3,0) 6,35d (2,9) 48,5; 168,8

14 1,48s 21,2 1,49 sl 21,3 42,6; 87,8;
205,5

15 1,80 quint (1,5) 20,0 2,081(3,0) 195  185,2; 131,9;
134,2

Angeldxi Metacriloxi
I 165.7 165,9
2’ 126.4 1349
8
3’ 5,11 qq (7,0; 1,5) 140.9 6,031 (1,0) 127,1  135,5; 166,7
15.7 5,615l

4 1,93 dq (7,0; 1,5) 15.7 1,87 t(1,2). 18,1  127,1;139,1;
165,9

5 1,80 quint (1,5) 19.4
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Tabela 11:Dados espectroscopicos de RMN de *H e *C (CDCl; 300 MHz) do
composto CP-V e do 15-deoxigaiazensolideo.

15-deoxigaiazensolideo

Composto CP-V

oo

©

10
11
12
13

14

15

1,

2’
3’

6H mult. (J em HZ)

571s

6,00 dq (3,0; 1,7)
5,26 dddg (5,0; 3,0; 2,2)
3,72dddddd (5,0; 3,1;
2,9; 2,8)

4,55 dddd (11,5; 2,9;
2,0)

2,48 ddd (13,8; 11,5)
2,31 ddd (13,8; 2,0)

5,46 dd (2,8)
6,22 dd (3,1)
1,53s

2,081t (2,2;1,8)
Metacriloxi
6,01 dq (1,6; 1,0)

5,54 quint (1,6)
1,83 dd (1,6; 1,0)

b5e
204,8
104,7

186,8
130,4
135,0
81,5
51,1

73,4
43,8
89,6
133,5
168,8
124,4
20,6
20,3
166.7

135,5
126.4

18,0

8H mult. (J em HZ)

5,615

5,95 m
5,28 m
3,71 m

519m

2,55 dd (15,1; 3,4)
2,32 dd (15,1; 3,4)

5,68d (2,9)
6,35 d (2,9)
1,49 sl

2,081 (3,0
Metacriloxi
6,03t (1,0)

5,61 sl
1,871t(1,2).

dc
205,5
103,1

185,2
131,7
134,0
75,1
48,3

74,9
42,4
87,8
138,8
168,9
123,7
21,3
19,5
165,9

134,9
127,1

18,1

HMBC

205,5; 185,2;
87,8

75,2

48,5; 168,8
42,6; 87,8;
205,5
185,2; 131,9;
134,2

135,5; 166,7

127,1; 139,1;
165,9

54



COMPOSTO CP-VI

HaC

Os espectros de RMN *H (Figura 31) e **C (Figura 33) apresentaram sinais em
regides similares aos do composto CP-V, caracteristicos para as unidades a-metileno-y-
lactona, diidro-furano lactbnica e para o anel macrociclico, que constituem o esqueleto
basico do goiazensolideos.

As diferencas observadas no espectro de RMN *H para CP-VI referem-se a
auséncia dos sinais em dy 5,61 (s) e 6,03 (s), relativos aos hidrogénios olefinicos do
grupo metacrilato e a presenga de sinais em oy 2,46 (m) (H-2’) para um hidrogénio
metinico e, em &y 1,08 (d; J= 1,8 Hz; H-3") e 1,09 (d; J= 1,8 Hz; H-4"), para
hidrogénios metilicos. Isto sugere que composto CP-VI, em relacdo a lactona
sesquiterpénica CP-V, apresenta um grupo iso-butiroildéxi, ao invés do grupo
metacrilato ligado ao C-8 do esqueleto goiazensolideo. O espectro de COSY (Figura

32) confirmou a correlagdo entre os hidrogénios H-3’ e H-4’ com o hidrogénio H-2’.
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Figura 31: Espectro de RMN *H (CDCl;, 300 MHz) para o composto CP-VI.
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Figura 32: Espectro de COSY (CDCl3, 300 MHz) para o composto CP-VI.
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O espectro de RMN *C (Figura 33) apresenta sinais para dois grupos metilas em
d¢c 18,8 e 18,4 referentes aos carbonos C-3° e C-4°, respectivamente, além de um sinal
em &¢ 33,9, referente ao carbono C-2°, este ultimo correlacionado com o hidrogénio em
Oy 2,46 (M) no espectro de HSQC (Figura 34). Nesse espectro néo se observou o sinal
do carbono C-1’°, sendo esta informagdo obtida pela analise do espectro de HMBC
(Figura 35), pelas correlacGes entre os hidrogénios em 6y 1,09 (d; J = 1,8 Hz) (H-4’) e
em oy 6,36 (t; J = 3,0 e 6,0 Hz) (H-13) com os carbonos em com o0s carbonos em d¢
175,9 (C-1) e 6¢c 168,9 (C-12). A estereoquimica do grupo iso-butiroiloxi foi definida
como C-83 por analogia a do composto CP-V. O composto 2,3-di-hiddro-15-

deoxygoyazensolideo ja foi relatado para o género, sendo isolado da espécie C. rupicola
(SCHMEDA-HIRSCHMANN, et al., 1986).

58



Figura 33: Espectro de RMN *C (CDCls, 75,5 MHz) para o composto CP-VI.
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Figura 34: Espectro HSQC (CDCls, 300 MHz) para o composto CP-VI.
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Figura 35: Espectro HMBC (CDCl3, 300,06 MHz) para o composto CP-VI.
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Os dados espectroscopicos de RMN *H e **C do composto CP-VI foram
comparado com os da literatura para 0 composto contendo o grupo angel6xi no C-8 (37)
(VICHNEWSK et al.; 1982) (Tabela 12) e para o seu epimero C-8a, 2,3-di-hidro-15-
deoxigoiazensolideo (REN, et al.; 2012) (Tabela 13). E foram concordantes para o

epimero do composto 2,3-di-hiddro-15-deoxygoyazensolideo.

Tabela 12: Dados espectroscopicos de RMN de 'H e **C (CDCl;, 300 MHz) do
composto CP-VI e 15-deoxibudleina A.

15-deoxibudleina A Composto CP-VI

N° SH murt, (J em Hz) S¢c SH mur. (J em Hz) d¢c HMBC
1 5595 205,5 205,5

2 103,4 561s 102,9 184,7
3 185,2 184,7

4 5,93 dq (4,0; 1,5) 131,9 5,94 m 131,8

5 5,30 tq (4,0; 1,5) 134,2 535m 134,1

6 3,70 m 75,4 3,68 m 75,2

7 5,25 ddd (5,5; 4,2) 48,5 525m 48,5

8 2,53 dd (15,0; 5,5) 75,2 2,24dd (3,0e 73,8

15,0)

9 2,29 dd (15,0; 4,0) 42,6 2,49 m 41,8

10 87,8 87,4

11 139,1 134,0

12 5,69 qd (3,0) 168,9 168,9

13 6,36 d (3,0) 123,7 5,69d (3,0) 123,9

6,361 (3,0e6,0)
14 1,48s 21,6 1,49 20,6 205,5
15 1,80 quint (1,5) 19,8 2,081t 19,5 184,7
Angeloxi Iso-butiroiloxi

I 176,6 175,3

2’ 5,11 qq (7,0; 1,5) 33,6 2,46 m 34,0

3’ 18,7 1,08 d (1,8) 18,8

4 1,93 dq (7,0; 1,5) 18,5 1,09d (1,8) 18,4

5 1,80 quint (1,5)
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Tabela 13: Dados espectroscopicos de RMN de *H e *3C (5§ CDCls, 300 MHz), do
composto CP-VI e 2,3-di-hiddro-15-deoxygoyazensolideo.

2,3-di-hiddro-15-
deoxygoiazensolideo

Composto CP-VI

NO

o N oo o B~ W DN -

©

10
11
12
13

14

15

N
N
N
"

SH mult. (\] em HZ)

5,685

597m

520m

3,69 m
4,40

2,25m
2,40 m

5,44 d (2,5)
6,24 d (3,0)
1,50 s

2,04s

Iso-butiroiloxi

2,40 m
1,02 d (7,0)
1,06 d (7,0)

dc
204,9
104,7
186,9
130,3
135,0
81,7
51,1
72,7

43,9

89,7
133,1
168,8
124,3

20,7

20,4

176,6
33,6
18,7

18,7

8H mult. (J em HZ)

5,61s

5,94 m
535m
3,68 m
525m

2,24dd (3,0 e
15,0)
2,49 m

5,69 d (3,0)

6,36 t (3,0 € 6,0)
1,49s

2,08t

Iso-butiroiloxi

2,46 m
1,08 d (1,8)
1,09 d (1,8)

dc
205,5
102,9
184,7
131,8
134,1
75,2
48,5
73,8

41,8

87,4
134,0
168,9
123,9

20,6

19,5

175,3
34,0
18,8

18,4

HMBC (5¢)

184,7; 87,4

73,8; 48,5

168,8; 87,6;
48,5

205,5; 184,7;
41,8
184,7;134,0

176,6
176,6
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COMPOSTOS CP-11l E CP-1V

As determinagdes estruturais da mistura dos compostos CP-I1l e CP-IV foram
realizadas a partir de analises de RMN de 'H, *C, COSY, DEPT, HMBC e HSQC e
comparacdo de seus dados espectroscOpicos com o0s das lactonas sesquiterpénicas
discutidas anteriormente e com os da literatura (BOHLMANN, et. al.; 1978; HELENO,
etal., 2004; HERZ e KUMAR, 1980).

A diferenca entre a mistura dos compostos CP-111 e CP-IV observadas no
experimento de RMN *3C (Figuras 36, 37 e 38), em relacéo aos ja discutidos, foi &
presenca dos carbonos metilénicos C-1 e C-2 em &¢ 39,1 e 41,5, respectivamente, para
os dois compostos. Outra particularidade nesses compostos foi a presenca dos sinais em
oc 111,8 e em &¢ 48,8 e 48,8, referentes ao C-3 e aos grupos metoxilas ligados a este
carbono para as duas substancias. A partir do espectro de RMN **C foi evidenciado que
se tratava de uma mistura de compostos com o mesmo esqueleto basico devido a
duplicidade de sinais.

Pela analise do espectro de HSQC (Figura 39) para o composto CP-1V
identificaram-se as correlacGes dos hidrogénios em 6y 1,84 (H-1) e 1,90 (H-2) com os
carbonos em &¢ 39,1(C-1) e 32,1 (C-2), respectivamente.

O espectro de HMBC (Figura 40 e 41) mostrou a correlacdo entre o hidrogénio
em &y 1,46 (s) (H-14) com o carbono em &¢ 39,7 (C-1). A posicdo do grupo OMe em
C-3 foi evidenciada com a correlagdo com os hidrogénios em &y 3,20 (s) (OMe), 1,05

(m) (H-15) e 1,90 (m) (H-2) com o carbono em &¢ 111,8 (C-8). Esse composto néo foi
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relatado para o género, mas para familia foi relatado para a espécie Tithonia diversifolia
(KURODA et al., 2007).
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Figura 36: Espectro de RMN *C (CDCls, 300 MHz) para os compostos CP-111 e CP-1V.
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Figura 37: Expansdo do espectro de RMN **C (CDCl;, 300 MHz) para 0s compostos
CP-Ill e CP-IV.

F-6-SUB-5-15-1-3-C13.esp

~-137.23

~137.41

136 134 132 130 128 126 124 122
Chemical Shift (ppm)

F-6-SUB-5-15-1-3-C13.esp

S
d N~
AN
s =
o [ee]
(e}
-
II|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II
82 81 80 79 78 77

Chemical Shift (ppm)

67



Figura 38: Expansdo do espectro de RMN **C (CDCl;, 300 MHz) para 0s compostos
CP-Ill e CP-1V.
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Figura 39: Espectro de HSQC (CDCls, 300MHz) para os compostos CP-I11 e CP-IV.
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Figura 40: Espectro de HMBC (CDCl3, 300 MHz) para os compostos CP-111 e CP-1V.
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Figura 41: Expanséo do espectro de HMBC (CDCls3, 300 MHz) para o composto CP-11I
e CP-1V.

=
o

=
(6}

N
o

N
al

w
o

w
ol

1.49, 39.79, 0.87

o b

F1 Chemical Shift (ppm)

N
o

N
ol

al
o

25 2.0 15 1.0 0.5
F2 Chemical Shift (ppm)

71



A andlise dos dados obtidos e comparacdo com os da literatura evidenciou que o
composto CP-1V é a tirotundina-3-O-metil éter (SCHUSTER, et al., 1992) (Tabela 14).

Tabela 14: Dados espectroscépicos de *H e **C (CDCls, 300 MHz) do composto CP-1V
e Tirotundina-3-O-metil eter.

Tirotundina-3-O-metil eter

Composto CP-1VV

NO

oa ~ wWw DN

© 0O N O

11
12
13

14
15

1’
2’
3
4

OMe

OH mute. (J em Hz)
2,18 m

2,00
1,80 m

1,93 m
2,14 m
1,75m
4,51 ddd (4,15; 11; 2)
4,04 dddd (3; 3,5)
5,55 ddd (5; 11)
1,83 dd (14)
1,73 ddlI (14)

6,25 d
552d
1,45s
1,05 d(7,0)
Isobutiroiloxi

2,42 qq (7,0)
1,06d
1,04 d
3,185

dc
39,6

31,9
111,6
45,6
38,1

81,8
47,6
69,8
41,3

79,8
137,2
169,4
121,3

25,5
18,7

176,3
34,0
19,1
18,0
48,6

St mute. (J €M Hz) Sc HMBC
1,84 m 39,1 111,8
1,90 m 32,1

111,8
191m 459  82,1;18,0

2,18dd (10,3; 4,4) 38,3
1,79 m 82,1; 47,8
4,53 m 82,1
407m 47,8
552m 69,9 47,8
1,91m 41,5 69,9
1,76 m

80,1
137,4
169,6
6,26 d (3,2) 1216 47,8;169,6
552m
1,46s 25,7 80,1;41,5
1,05 m 18,9 111,8;45,9
Isobutiroiloxi
176,5
2,43 dd (6,0; 12,0) 34,2
1,08 d (1,9) 19,4 176,5; 18,9
1,06 d (1,9) 18,9 176,5;19,1
3,20 s 48,8 111,8
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O composto CP-II1, isolado em mistura com o composto CP-1V, nédo foi descrito
na literatura, sendo que a Unica diferenca estrutural em relagdo ao composto CP-IV ¢ a
presenca de um grupo metacriloxi no C-8 (Tabela 15) ao invés do grupo iso-butiroildxi.
Analisando o espectro de RMN de 'H (Figura 42) verificou-se a presenca de um
simpleto largo em &y 5,97 (sl) (H-3a’) e um dubleto em &y 5,54 (m) (H-3b’), além do
simpleto em &y 1,85 (sl), correspondente ao hidrogénio H-4’.

O espectro RMN de *3C (Figura 43) mostrou sinais de duas carbonilas, sendo
uma de grupo a-metileno-y-lactona em 6¢ 169,6 e a outra de grupo metacriloxi em &¢
166,7. Os sinais para dois carbonos quaternarios em oc 137,2 (C-11) e 135,9 (C-2°),
além de dois carbonos vinilicos em &¢ 126,4 (C-13) e 121,7 (C-3’) evidenciaram esses
grupos.

No espectro de COSY (Figura 44) foi observada a correlacdo entre os
hidrogénios em &y 5,54 (d; J = 3,2 Hz) e 5,96 (sl) com o hidrogénio em &y 1,84 (sl) (H-
4”). Com o auxilio do espectro de HSQC (Figura 45) foram confirmadas as atribuigdes
dos deslocamentos quimicos para os carbonos e hidrogénios das ligacfes duplas
terminais pelas correlagdes entre os hidrogénios em oy 6,26 (d; J = 3,2 Hz) (H-13a) e
5,53 (m) (H-13b) com o C-13, entre os hidrogénios em oy 5,96 (H-3a”) e 5,52 (H-3b’)
com o0 C-3’ e a correlagdo entre o carbono C-4’ com o hidrogénio em 6y 1,84 (sl).

O posicionamento do grupo metacrildxi foi onfirmado pelo espectro de HMBC
(Figura 46 e 47), onde foi possivel identificar a correlagdo entre o hidrogénio em &y
5,96 (sl) (H-3a’) com os carbonos C-1°, C-2’ ¢ C-4’ ¢ a correlac¢@o entre o H-8 em oy

5,60 (m) com o carbono C-1°.
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Tabela 15: Dados espectroscopicos de *H e *3C (CDCls, 300 MHz) dos compostos CP-

Il e CP-1V.
Composto CP-IV Composto CP-II1
N© Ormui. § em Hz) dc Ormui. J em dc COSsy HMBC
1 1,84 m 39,1 1,g;)m 39,8
2 1,90 m 32,1 1,90 m 32,1
3 111,8 111,8
1,91m 45,9 1,96 m 45,9 82,1
2,18 dd (10,3; 38,3 2,18dd (10,3; 384 1,79
4,4) 4,4)
1,79 m 1,79 m
6 4,53 m 82,1 4,53 m 82,1 4,11
7 4,07m 47,8 4,07 m 47,8
8 552m 69,9 5,60 m 70,9
9 1,91m 41,5 1,91 m 41,5
1,76 m 1,76 m
10 80,1 80,1
11 137,4 137,2
12 169,6 169,6
13 6,26 d (3,2) 121,6 6,26 d (3,2) 121,7 169,6
552m 553 m
14 146s 25,7 1,48s 25,7 80,1
15 1,05m 18,9 1,04 m 19,4 111,8; 45,9;
38,4
Isobutiroildxi Metacriloxi
I 176,5 166,7
2’ 2,431(6,0;12,0) 34,2 135,9
3’ 1,08 d (1,9) 19,4 5,97 sl 126,4 1,84 166,7; 135,9;
18,2
5,55d (3,2)
4 1,06 d (1,9) 18,9 1,85 sl 18,2 126,4; 135,9
OMe 3,20s 45,8 3,20s 48,8 111,8
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Figura 42: Espectro de RMN *H (CDCls;, 300 MHz) para o composto CP-111.
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Figura 43: Espectro de *C (CDCl;, 300 MHz) para o composto CP-I1.
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Figura 44: Espectro de COSY (CDCl3, 300 MHz) para o composto CP-II1.
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Figura 45: Espectro de HMQC (CDCl3, 300 MHz) para o composto CP-11I.
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Figura 46: Espectro de HMBC e expansdo (CDCl3, 300,06 MHz) para o composto CP-
.
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Figura 47: Expanséo do espectro de HMBC (CDCl3, 300 MHz) para o composto CP-III.
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COMPOSTO CP-VII

A determinacdo da estrutura do composto CP-V1I foi realizada a partir da anélise
dos dados espectroscopicos de RMN *H, 3C, COSY e HSQC. Esse composto foi
isolado como mistura com o composto CP-V.

A comparagdo entre os dados de CP-VII com os de CP-VI mostrou que a Unica
diferenca é a auséncia de uma dupla ligacdo entre os carbonos C-4 e C-5, que esta
presente em CP-VI. Essa confirmacao foi suportada com analise do espectro de RMN
de 'H de CP-VII (Figura 48), o qual mostrou a presenca de um hidrogénio metinico
em oy 2,38 (H-4), de hidrogénios metilénicos em &y 2,43 e 1,99 (H-5) e de
hidrogénios de um grupo metila em &y 1,30 (H-15).

Isto foi confirmado pela analise do espectro de RMN de **C (Figura 49), onde
foram observados sinais em &¢ 33,8 e 41,8 referentes ao carbono metinico C-4 e
metilénico C-5, além do sinal em &¢c 17,7, correspondente aos hidrogénios H-15 do
grupo metila.

No espectro de HMBC (Figura 50, 51 e 52) observaram-se as correlacdes entre
os hidrogénios em &y 5,55 (s) (H-2) com os carbonos C-1, C-3, C-4 e C-10, e do
hidrogénio em 8y 1,39 (sl) (H-14) com o carbono C-1, confirmando a unidade diidro-
furanolactona. Foi observada a correlagéo entre o H-4 com os carbonos em d¢ 190,8
(C-3) e 76,4 (C-6). A posicdo do grupo iso-bultiroiloxi ligado ao C-8 foi confirmada
pela correlacdo entre o hidrogénio em &y 5,10 (H-8) com o carbono C-1°. Assim
confirmou-se a estrutura de CP-VII como um derivado zexbrevina (VIVAR, et. al.;
1970; BARUAH et. al.; 1978; CHOWDHURY, et. al.; 1980) (Tabela 16). Esse
composto nado foi relatado para esse género.
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Figura 48: Espectro de RMN de 'H e expansdo (CDCls, 300 MHz) para o composto
CP-VII.
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Figura 49: Espectro de RMN *3C do (CDCls, 75,5 MHz) para o composto CP-VII.
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Figura 50: Espectro de HMBC (CDCI3, 300 MHz) para o composto CP-VII.
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Figura 51: Expansdo do espectro de HMBC (CDCls, 300 MHz) para o composto CP-
VII.
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Figura 52: Expansao do espectro de HMBC (CDCl3, 300,06 MHz) para o composto CP-
V.
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Tabela 16: Dados espectroscépicos de *H e **C (5 CDCl5, 300 MHz) do composto CP-

V e o derivado Zexbrevina.

NO

1

2

(2~

~N o

© oo

10
11

12

13

14
15
B
ox
3
&

Derivado Composto CP-VII
Zexbrevina
205,
6
5,45s 5555 104, 205,6; 190,8; 88,5;
2 33,7
190,
8
3,90 m 3,15m 33,8 2,38 41,8
2,40 m 2,43dd (3,0;9,00 41,8 76,4;:51,5; 33,8
2,03 m 1,99 m
4,34 ddl (1,0; 5,0) 4,52 dd 76,4 3,21; 1,99
3,16 m 3,21 m 515 6,32;5,10¢
4,52
5,13 ddl (2; 5) 510 m 73,7 3,21
2,67 dd (15,2) 2,66 dd (3,0; 432 2,19 205,6; 88,5; 73,7
15,0)
2,22 d (15,2) 2,19 dd (15,0) 2,66
88,5
139,
3
168,
5
6,35 d (3,5) 6,32 d (3,0) 123, 3,21 168,5; 51,5
5,55d (2,5) 5,66 d (3,0)
1,39s 1,39 sl 22,3 205,6; 88,5; 43,2
1,27 d (7,0) 1,30 d (3,0) 17,7 190,8; 41,8; 33,8
175,
2
247 m 2,41d (3,0 33,7 1,06 175,2; 18,7
1,16 d (7,0) 1,08d (3,0) 18,7 175,2; 18,7
1,10d (7,0) 1,06 d (3,0) 18,2
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COMPOSTO CP-VIlII

A determinacdo da estrutura do composto CP-VIII foi realizada a partir de
analises de RMN de *H, **C, COSY, DEPT, HMBC e HSQC.

Os dados de RMN de *H e *3C (Tabela 17) do composto CP-VI11 diferem aos do
composto CP-V, pela auséncia dos sinais da ligacao dupla entre C-4 e C-5. O espectro
de RMN de *H (Figura 53 e 54) mostrou a presenca de um sinal em &y 3,18 (m)(H-4)
com multiplicidade dupleto de tripleto devido ao acoplamento com os hidrogénios
metilénicos H-5, além do sinal em &y 1,29 correspondente ao grupo metila ligado ao
C-4, na forma de um dublete (J= 6,8 Hz).

A anélise dos espectros de RMN **C (Figura 55) e de HSQC (Figura 56)
confirmou a ligagéo e presenca dos carbonos metinico em d¢ 33,7 (C-4) e o carbono
metilénico em &c em 41,8 (C-5). A presenga do grupo metacriloxi em CP-VIII foi
confirmada pelo sinal do carbono em &c 126,9 (C-3°), correlacionado com os
hidrogénios em oy 5,57 (m) e 5,96 (m), além dos sinais dos carbonos em &¢ 134,9 (C-
2’) e 18,0 (C-4). A partir do espectro de COSY (Figuras 57) foi possivel confirmar a
correlacdo entre o hidrogénio em &y 5,57 com os hidrogénios em &y 1,85 (dd; J=1,6 €
1,5 Hz) (H-4"), para o metacriloxi.

A andlise do espectro de HMBC (Figuras 58, 59 e 60) mostrou a correlacdo entre
0 H-4 os carbonos em &¢ 17,8 (C-15) e 41,8 (C-5), a correlacdo entre o hidrogénio em
O 2,40 (dd; J = 13,6 e 7,2 Hz) com os carbonos C-4 e C-7, bem como as correlacfes
entre os hidrogénios em oy 5,96 e 5,57 com o carbono em &¢ 165,6 (C-1°) e 0 H-4’

com o carbono C-3’, confirmando o grupo metacriloxi.
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Outra informacao dada pelo espectro de HMBC foi a correlagdo do H-15 com os
carbonos em 8¢ 190,8 (C-3) e 41,8 (C-5), confirmando o posicionamento deste grupo
metila no C-4. Esse composto foi anteriormente relatado para o género Calea, isolado
na espécie C. zacatechichi (HERZ e KUMAR, 1980).
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Figura 53: Espectro de RMN *H (CDCls, 300,06 MHz) para o composto CP-VIII.
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Figura 54: Expansdo do espectro de RMN *H (CDCls, 300 MHz) para o composto CP-

VIII.
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Figura 55: Espectro de RMN *C (CDCls, 75,5 MHz) para o composto CP-VII|.
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Figura 56: Espectro de HSQC (CDCl3, 300 MHz) para o composto CP-VIII.
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Figura 57: Espectro de COSY (CDCls, 300 MHz) para o compostos CP-VIII.
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Figura 58: Espectro de HMBC (CDCl3, 300 MHz) para o composto CP-VIII.
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Figura 59: Expansdo do espectro de HMBC (CDCls, 300 MHz) para o composto CP-

VIIL.
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Figura 60: Expansdo do espectro de HMBC (CDCl3, 300MHz) para o composto CP-
VIIL.
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Os dados espectroscopicos do composto CP-VI foram consistentes com os da literatura
para o composto 4,5-di-hidro-15-deoxigoiazensolideo (HERZ e KUMAR, 1980)
(Tabela 17).

Tabela 17: Dados espectroscopicos de RMN de *H e *C (300 MHz) do composto CP-
VIII e 4,5-dihiddro-15-deoxygoyazensolide.

4,5-dihiddro-15-deoxygoyazensolide CP-VIII
N° 8t mutt. (J em Hz) Sc Shmur (JeMHz) 8¢ HMBC
1 205,18 205,3
2 5,54 sl 102,95 5,53l 104,0  88,6; 190,8; 205,3
3 192,13 190,8
4 3,03 quisl (7,0; 1,0) 31,37 3,18 m 33,7 17,8; 41,8
5 2,59ddd (15,0;9,0e 7,0) 40, 96 2,40dd (13,6; 41,8 33,7;51,4
7,2)
2,05 ddsl 2,00 m
6 4,48 ddsl (9 74,73 4,45 dd (9,1; 76,3  33,7;74,1; 1685
0; 5,0) 4,8)
7 3,30 m 51,61 3,29 m 51,4 Nd
8  5,13ddd (5,0; 2,5; 1,0) 74,25 511dd (4,1; 74,1 51,4, 88,6; 139,5;
2,1) 165,6
9 2,70 dd (15 43,06 2,68dd (15,2; 43,2 51,4;74,1
0; 5,5) 4,6)
2,23 dd (15,5; 2,5) 2,23 dd (15,3;
2,4)
10 88,29 88,6
11 139,53 139,5
12 168,46 168,1
13 6,34 d (3,5) 123,05 6,31d (3,1) 123,1 51,4; 168,5
5,68 d (3,0) 5,66 d (2,8)
14 1,40s 22,74 1,40s 22,6 43,2;88,9; 190,8;
205,3
15 1,39d (7,0) 16,04 1,29 d (6,8) 17,8 41,8
I 165,4 165,6
2’ 135,12 1349
3’ 5,59dq (2,0; 1,5) 126,70 557m 126,9 18,0; 134,9; 165,6
5,97 dq (2 5,96 m
0; 1,0
4 1,87dd (1,5e1,0) 18,05 1,84 dd (1,5; 18,0 126,9; 134,9; 165,6
1,6)
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5.2. Flavonoides (COMPOSTOS CP-I E CP-I1)

Os compostos CP-1 e CP-II foram isolados da fracdo CFD-3-7 como mistura das
flavonas acacetina e genkwanina, respectivamente. O composto majoritario CP-I
apresentou no espectro de RMN *H (Figura 61), dois dupletos centrados em &y 8,04 d
(J =83 Hz)edy 7,11 d (J = 8,4 Hz) com integracdo para dois hidrogénios cada,
referentes aos hidrogénios H-2’, H-6" e H-3’, H-5’, respectivamente, confirmando a
para-substituicdo do anel B. Os simpletos largos em &y 6,21, 6,51 e 6,87, foram
atribuidos aos hidrogénios H-6, H-8 e H-3 respectivamente. Além destes sinais,
observou-se um simpleto em 3,85 que foi atribuido ao grupo metoxila localizado no C-
4°,

Para o composto minoritario CP-I1 foi observado os dupletos em 8y 7,96 d (J =
8,2 Hz) e 6,94 d (J = 8,4 Hz) referentes aos hidrogénios H-2’, H-6" e H-3°, H-5,
respectivamente. Observaram também os simpletos largos em 3y 6,38, 6,77 e 6,85,
referentes aos hidrogénios H-6, H-8 e H-3, respectivamente. Outra informagao
confirmada foi um simpleto em &y 3,86 referente ao grupo metoxila ligado ao carbono
C-7.

Com o auxilio do espectro de COSY (Figura 62) foi possivel constatar a
correlacdo entre os hidrogénios H-2°/H-3’ com H-5’/H-6’ para os compostos CP-I,
CP-11 e também a correlagdo entre o H-6 e H-8 para o composto CP-1.

A andlise conjunta dos espectros de RMN **C (Figura 63 e 64) e do HSQC
(Figura 65) confirmou o esqueleto de flavona para CP-VII pelos sinais em &¢ 181,9,
referente aos carbonos C-4, sinais para carbonos quaternarios ligados diretamente a
um atomo de oxigénio em d¢ 157,3, 161,2, 161,3, 163,3 e 165,1, referente aos

carbonos C-5, C-4’, C-9, C-2 e C-7, respectivamente. Outra informacdo nesse
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experimento foi os deslocamentos quimicos para os carbonos em &¢ 97,9, 92,9, 128,5,
115,9, e 128,3, referentes aos carbonos C-6, C-8, C-2’°, C-6’, C-3° e C-5°,
respectivamente. A sobreposicdo de sinais para os compostos CP-1 e CP-llI nos
carbonos C-2’, C-6’e para carbono olefinico em 8¢ 103,5 e a presenca do grupo
metoxila em d¢ 56,1.

A posicdo dos grupos metoxilas foi confirmada com a analise do espectro de
NOESY (Figura 66), onde foi possivel observar a correlacao entre o hidrogénio em 8y
7,11 (H-3’/H-5" do composto CP-1) com os hidrogénios em &y 3,86 (OCHy), e a
correlagéo entre os hidrogénios em &y 6,77 e 6,38 (H-8 e H-6 de CP-11) com o singleto

em oy 3,86.
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Figura 61: Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz,) dos compostos CP-1 e CP-11.
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Figura 62: Espectro de COSY (DMSO-ds, 300,06 MHz) dos compostos CP-1 e CP-II.
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Figura 63: Espectro de RMN **C (DMSO-d, 75,5 MHz,) dos compostos CP-1 e CP-II.
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Figura 64: Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 300,06 MHz,) dos compostos CP-1 e
CP-II.
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Figura 65: Espectro HSQC e expansdo (DMSO-ds, 300,0 MHz) dos compotos CP- | e CP-
.
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Figura 66: Espectro de NOESY (DMSO-dg, 300,0 MHz) dos compostos CP-1 e CP-
.
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A determinacdo da estrutura destes compostos foi realizada a partir da analise
dos dados espectroscopicos de RMN *H, *3C e por comparagéo com dados da literatura
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(Tabela 16). Esses dados foram concordantes possibilitou confirmar a elucidacdo dos
compostos CP-I e CP-11 como acacetina (WAGNER e CHARI, 1976; BEI-BEI, et al.,
2011) e genkwanina (WAGNER e CHARI, 1976; AYATOLLAHI et al., 2009),
respectivamente. Esses compostos ja foram relatados para o género sendo isolados da
espécie C. berteriana e C. platylepis, respectivamente (NASCIMENTO et al., 2002;
OBER et al., 1985; OBER et al., 1986).

Tabela 18: Dados espectroscépicos de *H e *C (§ DMSO-ds, 300 MHz) para o0s
compostos CP-1, CP-11, acacetina e Genkwanina.

Posicdo  Composto CP-I Acacetina Composto CP-II Genkwanina
6H mult. (J 8C 6H; m. (J 8C 6H; mult. (J 8C 8H; m. (\] 8C
em Hz) em Hz) em Hz) em Hz)
2 164,1 163,3 163,3 167,8
3 6,87s 1030 6,87s 1035 6,551s 1035 6,553s 1034
4 182,9 181,8 181,9 183,8
5 157,3 157,3 157,3 157,7
6 6,215 92,7 6,20d 94,0 6,38 s 97,9 6,31d 99,1
(2.1) (2,0)
7 163,9 164,2 165,1 167,2
8 6,515 97,9 6,50d 98,8 6,77 s 92,9 6,63d 93,3
(2.1) (2,0)
9 161,3 162,3 161,3 159,2
10 104,4 103,7 103,0 105,9
1 123,5 122,8 121,4 118,8
2’ 8,04d 1285 8,05dd 1283 796d 1285 7,78d 1292
(8,3) (7,0, 2,0) (8,2) (8,8)
3’ 711d 1148 7,12dd 1145 6,94d 1159 6,78d 116,3
(8,4) (7,0, 2,0) (8,4) (8,8)

4 162,8 161,4 161,2 161,8
5 711d 1148 7,12dd 1145 6,94d 1159 6,78d 116,3
(8,4) (7,0, 2,0) (8,4) (8,8)

6’ 8,04d 1284 8,05dd 1283 796d 1285 7,78d 1292
(8,3) (7,0, 2,0) (8,2) (8,8)

OCHjs 3,85s 551 3,86 s 56,1 3,86 s 56,1 3,88's 55,8
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5.3. Acidos clorogénicos (compostos CP-1X a CP-X)

COMPOSTO CP-IX

A determinacdo da estrutura do composto CP-I1X foi realizada a partir da analise
dos dados espectroscopicos de RMN *H, **C, COSY e HSQC. No espectro de RMN de
'H (Figura 67 e 68) foram observados sinais na regido de 8y 2,11-2,27, referente aos
hidrogénios H-2 e H-6, e sinais para os hidrogénios H-3, H-4 e H-5 em &4 5,36 (m),
3,72 (m) e 4,22 (m), respectivamente, caracteristicos do esqueleto basico do &cido
quinico.

A unidade cafeoila foi caracterizada pelos dupletos em 6y 7,52 e 6,24 com a
constante de acoplamento de 15,9 Hz, referentes aos hidrogénios oleofinicos em
configuracdo trans H-7’ ¢ H-8’, respectivamente, além dos dupletos em oy 7,02 (J = 2,1
Hz), 6,87 (J = 8,9 Hz) e 6,73 (J = 8,4 Hz), correspondentes aos hidrogénios aromaticos
H-2’, H-5’ e H-6’, respectivamente.

O espectro de RMN de **C (Figura 69) mostra um sinal referente ao grupo
(COOH) em ¢ 180,4, de quatro carbonos oximetinicos em o¢ 72,1 (C-5), 73,2 (C-3),
74,6 (C-4) e 77,9 (C-1), além da presenca de dois carbonos metilenicos em &¢ 38,1 (C-

2) e 40,2 (C-6), caracteristicos do esqueleto do acido quinico.
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Figura 67: Espectro de RMN de *H (CDs0OD, 300 MHz) para o composto CP-IX.
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Figura 68: Expansdo do espectro de RMN *H (CDsOD, 300 MHz) para o composto CP-
IX.
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Figura 69: Espectro de RMN '*C e suas expansdes (CDs;OD, 75,5 MHz) para o

composto CP-1X.

HM-3-5-C13.ESP

I.J gy Lo

bt |
LI I L L I I L I L I L L L LB LB

180 160 140 120 100 80 60 40 20
Chemical Shift (ppm)

HM-3-5-C13.esp

n
™ [42]
8 Q0 s 9 PRy
3 25 s X 8 g
7 TR ToT o TIT
| Ll Ll

mewmmwmwwmmmmwﬁmmmmmm
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110
Chemical Shift (ppm)

HM-3-5-C13.ESP

—40.25
—38.13

80 75 70 65 60 55 50 45 40
Chemical Shift (ppm)

111



Para a unidade cafeoila foi observado um sinal para carbonila em 169,2 (C-9),
sinais em &c 146,8 (C-7°) e 115,5 (C-8’). A analise ainda confirma um carbono
quaternario em oc 127,8, referente ao C-1°, trés carbonos pertencentes ao anel
aromatico em ¢ 115,3, 116,6 e 123,1, correspondentes aos C-2°, C-5’ e C-6’,
respectivamente.

O espectro de HSQC (Figura 70 e 71) mostrou a correlacdo entre o hidrogénio
em dy 7,52 (d; J = 15,9 Hz) com 0 C-7° e H-6’ com o carbono em 3¢ 123,1. Além disso,
a analise apresentou a correlacdo entre os carbonos C-2°, C-5° ¢ C-8 com os
hidrogénios em &y 7,01 (d; J = 1,8 Hz), 6,73 (d; J = 8,1 Hz) e 6,24 (d; J = 15,9 Hz),
respectivamente. Os hidrogénios metilénicos do acido quinico na regido em oy 2,11-
2,26 foram correlacionados com os carbonos C-2 e C-6. Os hidrogénios oximetinicos
H-3, H-4 e H-5 correlacionaram com os carbonos em Joc 73,2, 746 e 72,1,
respectivamente.

No espectro de COSY (Figura 72 e 73) observou-se a correlacdo entre o
hidrogénio em &y 5,36 com o hidrogénio em 3,72, e a correlacdo entre o H-3 com o0s
hidrogénios em &y 2,11 e 3,72.

A andlise do espectro de HMBC para o composto CP-1X (Figuras 74, 75 e 76)
mostrou a correlacdo entre os hidrogénios em 6y 2,11(H-2) e 2,26 (H-6) com o carbono
em 8¢ 180,4, o qual ndo foi detectado no espectro de RMN de *C. Dessa forma,
analisando os dados relatados na literatura (Tabela 18), foi possivel propor a estrutura
CP-IX como sendo a do composto denominado acido 5-O-cafeoilquinico (LEE, et. al.;

2010) (Tabela 19). Esse composto néo foi relatado para esse género.
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5.36, 71.83, 0.13

7.02, 115.01, 0.61

7.54,146.92, 0.24
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6.87,122.82,0.3
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Figura 71: Expanséo do espectro HSQC (CD30D, 300 MHz) para o composto CP-1X.
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Figura 72: Espectro de COSY e expanséo (CD3OD, 300 MHz) para o composto CP-1X.
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Figura 73: Expansdo do espectro de COSY (CD3;0D, 300 MHz) para o composto CP-
IX.
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Figura 74: Espectro de HMBC e expanséo (CD3;0D, 300 MHz) para o composto CP-1X.
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Figura 75: Expanséo do espectro de HMBC (CD3;OD, 300 MHz) para o composto CP-
IX.
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Figura 76: Expanséo do espectro de HMBC (CD3;OD, 300 MHz) para o composto CP-
IX.
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Tabela 19: Comparacdo de dados de deslocamento quimico relatados na literatura para os compostos os acidos 3-O-cafeoilquinico (3-CQN) e 5-
O-cafeoilquinico (5-CQN) e o compostos CP-IX.

Codigo CP-1X CP-1X 3-CON? 3-CON*  3-CON°  3-CONP 5-CQN°® 5-CQN°® 5-CQN" 5-CQN®
Srmutt. (3= (c) St mutt. (1=Hz) (8¢) S mutt, (4= (¢) O mutt. (1=H2) (8¢) OH mutt. (1=Hz) (8c)
Hz) Hz)
1 77,9 76,7 75,4 76,1 78,0
2 2,26 m 38,1 1,81d (8,5) 40,0 2,13 m 36,7 2,00-2,23 m 38,2 2,00 m 38,9
2,20 dd 2,13 m
(4,0; 15,0)
3 4,22 sl 72,1 5,12.dd (8,5; 9,0) 72,2 5,34 ddd 73,0 4,15 dt (3,3; 71,3 414 s 72,6
(3,0; 3,0; 5,4)
4,0)
4 3,72m 746  3,53dd(2,8;9,0) 73,6 3,63 dd 74,8 3,71dd (3,1; 73,5 3,63 dd (3,0; 75,0
(3,0; 9,0) 8,4) 9,0)
5 5,36 m 73,2 3,94ddd (1,5; 2,4; 72,0 4,14 ddd 68,3 5,32 ddd (4,4; 72,0 5,34 m 73,1
2,8) (3,0; 9,0; 8,9: 9,0)
9,0)
6 2,11 m 40,2  1,95dd (2,4; 11,9) 38,4 1,95 dd 41,5 2,00-2,23 m 38,8 2,00 m 40,6
(9,0; 14,0)
1,67 dd (1,5; 11,9) 2,13m

SANDRADE-CETTO e WIEDENFELD, 2001; "NAKATANI, et. al; 2000; °LEE, et. al.; 2010; “CHEN, et. al., 2007).
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Tabela 20: Dados espectroscépicos de *H e **C (5§ CD;0D, 300 MHz) do Acido 5-O-
cafeoilquinico e o composto CP-IX.

Acido 5-O-cafeoilquinico bCP-IX

N Suma@emHz) 8¢ O mﬁ-z()J ®M 5. COSY  HMBC

1 76.1 77.9

2 200-223m 382  211m 381 1727

3 415dt(33:54) 713 422s 732 211

4 371dd(31;84) 735  372m 746 72.1

5 932 ddg (();"4; 89 720 5,36 m 721 372

6 200-223m 388  226m 402 1759
COOH 177,0 1727
Cafeoll

I 1278 1278

2 704d(20) 1152 701d(1,8) 1153 123'11;91’26’8;

3 146,8 1472

4 149,6 149,6

5° 677d(82) 1165 673d(81) 116,6 127f49127’2;

6  695dd(21:81) 1230 687d(84) 1231 115,3

7 755d(159) 1477 752d(159) 1468 6,24 115’13é91§3’1;

g 625d(159) 1153 624d(159) 1155 127,8; 169,2

o 1687 169,2
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COMPOSTO CP-X

CP-X

A determinacdo da estrutura do composto CP-X foi realizada a partir da analise
dos dados espectroscopicos de RMN *H, **C, COSY e HSQC. O composto CP-X é um
derivado do &cido clorogénico, contendo dois grupos cafeoila ligados ao C-4 e C-5.

O espectro de RMN de *H (Figuras 77 e 78) mostrou dois dupletos em & 7,58 e
6,26 (J = 15,9 Hz) correspondentes aos hidrogénios H-7" ¢ H-8’ do grupo cafeiola
ligado ao C-5 e dois dupletos em &y 7,50 e 6,19 (J = 15,8 Hz) referentes aos hidrogénios
H-7> e H-8’, pertencentes a outra unidade cafeoila ligada ao C-4. A correlacdo entre
esses hidrogénios foi evidenciada pelo espectro de COSY (Figuras 79 e 80).

O espectro de COSY mostrou ainda a correlagéo do hidrogénio em 6y 5,10 (dd, J
=3,0 e 9,0 Hz) com 0 H-3 e H-5 e a correlacdo do H-2 e H-6 com os hidrogénios em &y
4,31 (d; J=2,9) e 5,71 (m).
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Figura 77: Espectro de RMN de 'H e expansdo (CDsOD, 300 MHz) para o composto
CP-X.
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Figura 78: Expansdo do espectro de RMN de *H (CDs;OD, 300 MHz) para 0 composto
CP-X.
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Figura 79: Espectro de COSY e expansédo (CD3;0D, 300 MHz) para o composto CP-X.
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Figure 80: Expanséo do espectro de COSY (CD30D, 300 MHz) para o composto CP-X.
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Para elucidar a estrutura do composto CP-X foram analisados varios dados

espectroscopicos de RMN de 'H de varios derivados do &cido clorogénico com
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substituicdes nos carbonos C-3, C-4 e C-5 (NOGATA et al., 2001; SHI et al., 2007;
Kim et al., 2011) (Figura 81). Comparando esses dados foi possivel observar que a
multiplicidade e a constante de acoplamento dos hidrogénios H-3, H-4 e H-5 sdo
dependentes da posicdo dos substituintes do esqueleto quimico do acido quinico. A
partir dessas comparacdes, em conjunto com os de RMN **C e comparagdo com a
literatura (Tabela 21), foi possivel propor o composto CP-X como acido 4,5-O-
dicafeoilquinico (MORISHITA et. al., 1984; SHI et. al., 2007; PARK et. al., 2009).

Esse composto ainda nédo foi relatado para esse género.

Figure 81: Estruturas de derivados do &cido clorogénico com substituicdo nos carbonos
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Tabela 21: Dados espectroscopicos de *H e *3C (8 CD,0OD, 300 MHz) do &cido 4,5-O-
dicafeoilquinico e o composto CP-X.

Acido 4,5-O-dicafeoilquinico Composto CP-X
N° O mutt. (J em Hz) d¢c SH muit, (J em Hz) d¢c COSsYy
1 76,2 77,7
2 2,26 m 38,5 2,01m 39,1
3 4,355l 69,8 4,31d(2,9) 71,1 2,01
4 5,09d (7,2) 76,1 5,10 dd (3,0; 9,0) 77,5 4,31
5 5,74 sl 69,2 571m 69,6 2,18
6 2,26 m 39,8 2,18 m 41,1
2,10 m
COOH 176,8 180,7
Cafeoil
I 127,6 127,7
2’ 6,99 sl 115,2 6,99d (2,1) 115,0
3’ 146,7 1477
4 149,6 149,9
5 6,71 m 116,4 6,74dd (1,6;8,1)  116,6
6’ 6,88 d (8,0) 123,2 6,91 m 1233
7 7,56 d (15,6) 1477 7,58 d (15,8) 146,9
8’ 6,25 d (15,6) 114,7 6,26 d (15,8) 115,1
9 168,6 168,7
17 127,5 127,8
2”7 6,96 sl 115,1 7,01d (2,0) 115,0
37 146,7 1477
4 149,6 1475
57 6,71 m 116,4 6,74dd (1,6;8,1)  116,6
6”’ 6,85d (8,0) 123,2 6,91 m 123,2
7 7,48 d (15,6) 1475 7,50 d (15,8) 146,99 6,19
8’ 6,15 d (15,6) 114,7 6,19 d (15,8) 115,1
9 168,3 168,9
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5.4. Anélises por LC-MS dos compostos e fracdes da planta Calea parvifolia

COMPOSTOS CP-11l1 a CP-VIII

As analises da mistura de compostos CP-I1l1 e CP-1V por infuséo direta foram
realizadas em modo positivo, utilizando fonte de ionizacdo por eletrospray (IES) em
espectrometro de massas com analisador sequencial do tipo triplo-quadrupolo. As
analises no modo MS para esses compostos apresentaram 0s ions de m/z 365 e 367
correspondentes as lactonas sesquiterpénicas protonadas tirotundina-3-O-metil éter
(SCHUSTER, et. al., 1992) e para o seu derivado com o grupo iso-butiroiléxi na
posicdo C-8. O estudo de fragmentacdo empregando espectrometria massas sequencial
(EM/EM) desses ions precursores mostraram um padrdo de fragmentacdo semelhante,
apresentando ions fragmentos com diferentes intensidades. Esta variacdo na intensidade
esta relacionada com a capacidade de ionizagdo das moléculas. Estudos que avaliaram
os valores de basicidade em fase-gasosa para o esqueleto do tipo furanoeliangolideo
sugerem que a regido de maior basicidade esta localizada nos atomos de oxigénios, e
esses cinco sitios de protonacédo preferenciais dirigem as reacfes de protonacdo em fase
gasosa e favorecem a clivagem especifica (Figura 82 e 83) (SARTORI, et. al., 2014).

Figura 82: Estruturas de lactonas tetra- e diidro-furanoeliangolideos com seu

respectivos sitios de protonacdo em fase gasosa.
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Figura 83: Espectro de ESI-(+)-MS/MS para mistura de compostos CP-I11 e CP-1V.
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Estudos relacionados a valores de basicidade em fase-gasosa para lactonas
sesquiterpénicas, utilizando o modelo de B3LYP/6-31G(d), propde que a protonagédo no
oxigénio na posi¢cdo um (O-1) possibilita uma interacdo do préton com o oxigénio na
posicdo seis (O-5) dando origem a uma coordenacdo intramolecular. Essa interacao
pode dirigir a migracao de um préton depois da ativacdo, gerando os ions fragmentos de
m/z 69 e 71 via a formac&o de ions acilio proveniente da clivagem do grupo éster ligado
na posicdo C8. Esses sitios sdo responsaveis por direcionar a formagdo de agregados
ibnicos e descrever a estereoquimica do grupo ester ligados no carbono C8 (CROTTI,
et. al., 2005, SARTORI, et. al., 2014). Analisando o perfil de fragmentacdo em modo
positivo para mistura de compostos CP-I11 e CP-IV (Figura 82, Tabela 20) em 35 eV,
observou-se a presenca de dois fons em m/z 201 (pico base) [C14H170]" e m/z 229
[C1sH170,]". Esses ions ndo foram observados nas lactonas sesquiterpénicas com o
grupo diidrofurano, como nos compostos CP-V, CP-VI, CP-VII e CP-VIII.

As Figuras 84, 85 e 86 apresentam as propostas de fragmentacGes para 0S
compostos CP-Ill e CP-1V. A comparagdo dos espectros de fragmentacdo de massas
entre os compostos CP-Il1l e CP-IV mostrou diferencas significativas em relagcdo as
outras lactonas sesquiterpénicas isoladas. Dessa forma, podemos sugerir que 0s
compostos com estruturas constituidas por unidades tetraidrofurano possuem tendéncia
de fragmentac&o diferenciada aos compostos com unidades diidrofurano.

Para os compostos CP-V, CP-VI, CP-VII e CP-VIII, que apresentam um grupo
cetona na posicdo C1 (Figura 82) foi observada a presenca dos ions fragmentos de m/z
69 elou 71 e/ou 278 (Figuras 87 a 90). Esses ions sdo caracteristicos de lactonas
sesquiterpénicas do tipo furanoeliangolideos (CROTTI, et. al., 2005; SARTORI, et. al.,
2014). Os principais ions detectados durante o estudo de fragmentacdo desses

compostos estdo listados na Tabela 22.
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Figura 84: Proposta de fragmentacdo para o composto CP-I11.
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Figura 86: Proposta de fragmentacdo para o composto CP-1V.
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Figura 87: Espectro de ESI-(+)-MS/MS para o composto CP-V.
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Figura 88: Espectro de ESI-(+)-MS/MS para o composto CP-VI.
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Figura 89: Espectro de ESI-(+)-MS/MS para o composto do composto CP-VII.
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Figura 90: Espectro de ESI-(+)-MS/MS para o composto do composto CP-VIII.
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Tabela 22: Principais ions produtos observado nas andlises de ESI-(+)-MS/MS para os compostos CP-I11 a CP-VIII com energia de colisdo de

15ev.
CP-1lI CP-IV CP-V CP-V CP-V CP-VI CP-VII CP-VIII
m/z 365, m/z 366, m/z 345, m/z 347, m/z 349, m/z 347, m/z 349, m/z 347,
[M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]"
351
347
335
329 331
319 321
301 303
277 279 277 278
261 261 259 261 261 259 261 261
247 247 241 243 243 241 243 243
233 231 233
229 229
213 215 215 213 215 215
201 201
183 183 185 187 189 185 187 187
159 159 159 159 159 159 159 159
69 71 69 71 71 69 71 69
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Analisando os dados de ESI-MS/MS para CP-111 a CP-VIII (Figuras 87 a 90),
juntamente com a Tabela 20, observamos que todas as lactonas tetra e diidrofuranicas
apresentam ions fragmentos comuns de m/z 259 e 261, os quais sdo formados
diretamente dos ions precursores, sendo que abaixo dessa faixa de razdo massa/carga,
todas as lactonas estudadas apresentam um perfil de fragmentacdo semelhante,
apresentando pequenas variagdes nos valores de m/z que estdo associados & insaturagdo
entre os C-4 e C-5 e/ou grupo metacriloxi e iso-butiroildxi ligado ao C-8.

Em relacdo ao espectro fragmentacao de massas obtido para o composto CP-VIII
foi observado o fon precursor [M+H]" de m/z 347 com o pico base de m/z 69, referente
ao fon produto [M+H-(C4Hs0)]" resultando da eliminago do fon acilio produzido pela
protonacdo da molécula. Foi observado o fragmento de m/z 261 caracteristico para
lactona sesquiterpénica correspondente a perda do acido carboxilico na posicdo C-8
(CROTTI, et. al., 2005; SARTORI, et. al., 2014). Também foram observadas sucessivas
eliminacBes de mondxido de carbono, confirmadas pela formacdo dos fragmentos de
m/z 233 e 215 referente aos fons [C14H1703]" e [C4H150,]", respectivamente, além, da
eliminacdo de &gua descrita pela formagdo do ifon de m/z 243 [CisHi505] .

Analisando todos os dados espectrométricos obtidos, os perfis de fragmentacao e
dados relatados da literatura foram possiveis propor algumas fragmentagdes. Essas
fragmentacOes auxiliam na compreensdo do perfil de fragmentacdo de moléculas com
esqueletos do tipo furanoeliangolideo, as quais estdo apresentadas nas Figuras 91 a 95.
Devido a semelhanca dos ions formados no estudo de espectrometria de massas, foi
possivel utilizar esses dados para identificar outras substancias que apresentam o
mesmo perfil de fragmentacdo, ou seja, moléculas com esqueleto furanoeliangolideo.

Examinando o espectro de ESI-MS/MS para o composto CP-V foi observado
trés fons precursores [M+H]" de m/z 345, 347 e 349 (Tabela 20, Figura 96, 97 e 98).
Quando relacionamos os dados de fragmentacdo desses ions precursores com os dados
adquiridos dos compostos isolados (Tabela 22), podemos verificar que 0s ions
precursores de m/z 347 e 349 apresentam os mesmos perfis de fragmentagdes daqueles
encontrados nos compostos CP-VI e CP-VII, sugerindo que o composto CP-V é uma

mistura de trés compostos, ndo perceptivel nas analises de RMN.

139



Figura 91: Proposta de fragmentacéo para o composto CP-V.
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Figura 93: Proposta de fragmentacéo para o composto CP-VII.
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Figura 95: Proposta de fragmentacéo para o composto CP-VIII.
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Figura 96: Espectro de ESI-(+)-MS (full scan), para o composto do composto CP-V.
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Figure 97: Espectro de ESI-(+)-MS para o ion precursor de m/z 345.
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Figura 98: Espectro de ESI-(+)-MS para o produto e ion de m/z 349.
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Utilizando o perfil de fragmentacdo das lactonas sesquiterpénicas foi possivel
relacionar esses dados com a analise de CLAE-EM/EM da fragdo diclorometano (CFD),
que possibilitou a deteccdo de todas as lactonas sesquiterpénicas apresentadas nesse
estudo. A fracdo CFD foi submetida a uma corrida cromatografica (Figura 99),
utilizando uma mistura de fase mével com solucdo A (H,O com 0,1 % de acido
férmico) e solucdo B (acetonitrila com 0,1% de &cido férmico) em uma rampa
cromatogréafica com apresentado na Tabela 23. O tempo da corrida foi de vinte e cinco

minutos e a faixa de energia de coliséo foi ajustada de 15-28 eV.

Tabela 23: Pardmetros da corrida cromatogréfica para a fragdo CFD.

Tempo (min.)  Fluxo (mL min™) %A %B
0 0.50 95.0 5.0
1.00 0.50 95.0 5.0
10.00 0.50 50.0 50.0
20.00 0.50 5.0 95.0
22.00 0.50 95.0 5.0
25.00 0.50 95.0 5.0

Nesse experimento foi identificado a presenca de vinte e dois ions precursores
(Tabela 24), e dentre esse fons, destaca-se o ion precursor [M+H]" de m/z 346. Este ion
apresentou fragmentos de ions semelhantes ao do composto CP-VI. Com fragmento de
m/z 259 [M+H-(C15H1404)]" que pode sugerir a eliminagio do grupo éster em C-8.
Também foi observado o fon de m/z 213 referente ao produto de ion [C14H1302]" € 0
fragmento produzido de m/z 69 referente ao produto de ion [C4HsO]" proveniente da
eliminacdo do grupo isobutiroildxi (Figura 100).

Também foi observado um ion com fragmentagdo semelhante ao composto CP-
Il de m/z 365. O perfil de fragmentacdo desse ion é semelhante a fragmentacéo de
lactonas sesquiterpénicas com a unidade tetraidrofurano com fragmentos de m/z 261,
229, 201, 183, 159 e 69 (Figura 101).

Também foi observado um ifon [M+H]" de m/z 347, que apresentou em sua
fragmentacéo ions de m/z 261, 243, 233, 215, 187 e 159 que foi idéntico ao composto
CP-VIII (Figura 102).
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Figura 99: Cromatograma de ions totais da fracdo CFD.
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Tabela 24: Espectro de fragmentacdo dos ions selecionados na analise de LC-MS da
fragdo CFD.

fon precursor

m/z

Fragmentacao

(pico base*)

fon precursor

Fragmentacao

(pico base*)

464

287

347

271

259

346

345

366

299

693

389

—128

—153

—215

—187

—185

—185

—213/185

—105

—284/256

—261

—261/215

377

697

350

391

352

353

629

689

649

348

387

—317

—279

—279

—279

—229

—229

—259

—629/259

—2717

—213/185

—259/231/213

* Pico base: pico de maior intensidade em um espectro de massas.
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Figura 100: Espectro de fragmentacdo ESI-(+)-MS/MS do ion de m/z 346 da fragdo CFD (20 eV).
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Figura 101: Espectro de fragmentacdo ESI-(+)-MS/MS do ion de m/z 366 da fragdo CFD (20 eV).
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Figura 102: Espectro de fragmentacdo ESI-(+)-MS/MS do ion de m/z 347 da fragdo CFD (20 eV).
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Também foi observada no estudo de analise de CLAE-EM/EM para a fragédo
CFD a presenca de ions precursores de m/z 259 e 279, referentes aos compostos com
esqueleto furanoeliangolideo sem o grupo éster ligado na posicdo C-8. Esses ions
apresentaram um perfil de fragmentacdo semelhante aos compostos CP-11l1 a CP-VIII.
Provenientes de perdas sucessivas das moléculas de agua e monoxido de carbono,
gerando ions com diferenga de massa de duas unidades. Essa diferenca esta relacionada
com a insaturacdo entre os carbonos C4 e C5. A Figura 103 apresenta a proposta de
fragmentacdo desse ion. Além disso, os espectros de fragmentacdo ESI-(+)-MS/MS

desses ions sao idénticos aos da lactonas sesquiterpénicas estudadas nesse trabalho.

Figura 103: Proposta de fragmentacéao para os ions de m/z 259 e 279 da fracdo CFD.
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Figura 104: Espectro de fragmentacdo ESI-(+)-MS/MS do ion de m/z 259 da fracdo CFD. (25 eV).
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Figura 105: Espectro de fragmentacdo ESI-(+)-MS/MS do ion de m/z 279 da fracdo CFD. (25 eV).
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Outra informacdo presente nos dados de ESI-MS/MS da fracdo CFD, foi a
proposta de uma lactona dimérica. Este fato foi confirmado com a presenca do ion
precursor de m/z 689 que podem ser atribuidos a substancias com duas unidades de
lactonas sesquiterpénicas isolado em Piptocoma rufescens, conectadas via uma reacao
de adicdo tipo Diels-Alder (REN, et. al., 2013) (Figura 106). Esse ion apresenta um
perfil de fragmentacdo caracteristico de estruturas com o esqueleto furanoeliangolideo,
com ions fragmentos de m/z 259, 261, 233, 215, 71e 69 (Figura 107), possibilitando
sugerir a presenca desse composto na fracdo CFD. Para esse ion precursor foi proposto
uma via de fragmentacédo (Figuras 108 e 109).

Figura 106: Proposta da biosintese do composto rufescenolideo C, apartir de uma reacao
tipo Diels-Alder. Figura retirada do artigo escrito por REN, e et. al., 2013.
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Figura 107: Espectro de fragmentacao ESI-(+)-MS/MS do ion de m/z 689 da fracdo CFD (25 eV).
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Proposta de fragmentacédo para o ion de m/z 689 da fracdo CFD.
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COMPOSTOS CP-1X e CP-X.

Os éacidos clorogénicos 5-O-cafeoilquinico (CP-I1X) e 4,5-O-dicafeoilquinico
(CP-X) também foram estudados por infuséo direta, em modo negativo como observado
na literatura para essa classe de compostos e utilizando fonte de ionizacdo por
eletrospray (IES) em espectrometro com analisador de massas triplo quadrupolo.

O composto CP-IX apresentou um espectro de MS/MS (Figura 110), com ion
precursor [M-H]" de m/z 353, com o pico base de m/z 191 (100%), referente ao ion
produto [M-H-(C;H1106)]". Também, foi observado o fragmento de m/z 179 (14%)
caracteristico da perda da unidade cafeoila referente ao ion [M-H-(CgH;04)]". Além
disso, foram observados os ions de m/z 173(7,4%) e 135 (4,5%), referente a
desidratacdo do ion quinato e a descarboxilacdo do ion cafeoila, respectivamente. Para
esse ion precursor foi proposto uma via de fragmentacédo (Figuras 111) (CLIFFORD, et.
al., 2005; JAISWAL e KUHNERT, 2011; SU, et. al., 2014).

A diferenciacdo entre o 3-O-cafeoilquinico e seu isdmero 5-O-cafeoilquinico
em analises ESI-MS/MS esta baseada na intensidade dos ions formados. Quando
comparado os dados fornecidos pela analises empregada no composto CP-1X com o0s
dados da literatura, foi confirmado o composto em questdo como 5-O-cafeoilquinico
(JAISWAL, et. al., 2014; SU, et. al., 2014).
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Figura 110: Espectro de fragmentacdo ESI-(+)-MS/MS do ion de m/z 353 do composto CP-I1X (15 eV).
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Figura 111: Proposta de fragmentag&o para o ion de m/z 353 do composto CP-IX.
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Para o composto CP-X, o espectro de massas (Figura 112) foi observado o ion
precursor [M-H]" de m/z 515 com o pico base de m/z 353 (100,0 %), um pico de m/z 191
(31,0%) referente ao ion produto [M-H-(C;H;1106)]. Também, foi observado o
fragmento com m/z 179 (57,1 %) caracteristico para a perda da unidade cafeoila
referente ao ion produto [M-H-(C9H704)]’, e os ions de m/z 173(70,5 %) e 135 (5,6 %),
referente a desidratacdo do ion quinato e a descarboxilagdo do ion cafeoila,
respectivamente. Para esse ion precursor foi proposto uma via de fragmentacédo (Figuras
113) (CLIFFORD, et. al., 2005; JAISWAL e KUHNERT, 2011; SU, et. al., 2014).

A diferenciacdo entre o é&cido 4,5-O-dicafeoilquinico e seus isdbmeros em
analises ESI-MS/MS estd baseada na intensidade dos ions formados. Quando
comparado os dados fornecidos pela analises empregada no composto CP-X com 0s
dados da literatura, foi confirmado o compostos em questdo como 4,5-O-
dicafeoilquinico (CLIFFORD, et. al., 2003; JAISWAL, et. al., 2014; NCUBE, et. al.,
2014; SU, et. al., 2014).
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Figura 112: Espectro de fragmentacdo ESI-(+)-MS/MS do ion de m/z 515 do composto CP-X (15 eV).
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Figura 113: Proposta de fragmentacgdo para o ion de m/z 515 para o composto CP-X.
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Metabdlitos Produzidos Pelos Fungos Endofiticos Isolados da Espécie Vegetal C.

parvifolia

Para 0 nosso estudo relativo a metabolitos secundarios de fungos endofiticos de
C. parvifolia foram escolhidos dezesseis fungos, baseados na morfologia dos mesmos.
Todos os extratos foram analisados em CCD (Figurall4). A primeira informacéo sobre
o perfil cromatografico foi a semelhanca dos extratos CF-7, CF-8, CF-11 e CF-12, foi
que eles apresentam uma mistura de compostos, dentre essa mistura um composto
apresenta maior quantidade. Observa-se também uma semelhanca entre o extrato CF-4
com CF-6. Além disso, o extrato CF-13 e CF-16 que apresentam a mesmo
comportamento em CCD que o padrdo P-l1 e P-lIl (padrdo Sigma do acido 3-
nitropropidnico).

Todos os extratos foram submetidos a analise de RMN de 'H e a partir da
comparacdo dos espectros observaram-se sinais nas mesmas regides para os extratos
CF-4 e CF-6; CF-7, CF-8, CF-11 e CF-12; CF-13 e CF-16 (Figuras 115 a 118). Dentre
esses extratos, foram escolhidos CF-12, CF-6 e CF-16, relacionado a pureza observada
nas analise de espectroscopia e comparacdo com dados ja adquiridos pelo grupo em
isolamento de compostos semelhantes, os mesmo foram enviados para analises de RMN

1D e 2D. A discussdo relativa aos extratos estudados esta apresentada a seguir.

163



Figura 114: Placa cromatografica (silica gel; CHCI3/MeOH 20%) referente aos extratos de metabdlitos secundarios provenientes dos fungos
endofiticos extraidos da espécie vegetal C. parvifolia.
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Figure 115: Ampliacdo do espectro de RMN de 1H (CD30OD, 300 MHz), para os
extratos brutos CF-7, CF-8, CF-11 e CF-12.
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Figure 116: Espectro de RMN de *H (CDsOD,
CF-8, CF-11 e CF-12.
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Figure 117: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (CDsOD, 300 MHz), para 0s
extratos brutos CF-4 e CF-6.
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Figure 118: Ampliagdo do espectro de RMN de *H (CD;OD? e D20°, 300 MHz), para
0s extratos brutos CF-13 e CF-16.

ICAL-65-MeOH.001.esp

CF-13

74.69

—4.67
465

3.35

Chemical Shift (ppm)

ICAl-83-H1.esp

b) CF-16

—38.02 5 59
208

=4 78

4.5 4.0 3.5 3.0
Chemical Shift (ppm)

168



Extrato CF-16 caracteriza¢do do composto CP-XI

0
| 3
Ho/l\z/\No2

CP-XI

A determinagdo da estrutura do composto CP-XI presente no extrato CF-16
produzido pelo fungo endofitico Diaporthe infecunda, foi realizada a partir da andlise
dos dados espectroscopicos de RMN *H, *C, COSY (Tabela 25). No espectro de RMN
'H (Figura 119) foi observado dois tripletos centrados em &4 3,00 e 4,76 (J = 6,0 Hz).
No espectro de RMN de *3C (Figura 120) observou dois carbonos metilénicos em 8¢
34,5 e 73,6 referentes aos carbonos C-2 e C-3, e uma carboxila em 6¢ 174,3. A analise
do espectro de COSY (Figura 121) mostrou a correlagéo entre o hidrogénio em oy 4,76
com o hidrogénio em &y 3,00. Sendo assim, foi possivel confirmar o composto CF-I
como &cido 3-nitropropidnico (3-NPA) (FLORES et al., 2013).

Tabela 25: Dados espectroscopicos de RMN de 'H e BC (300,0 MHz, D,0) para o
composto Acido 3-nitropropionico.

Acido 3-nitropropionico Composto CP-XI
N® 8rm (J em Hz) dc 8m (J em Hz) Sc
1 175,8 174,3
2 2,841(6,3) 33,8 3,00t (6,0) 34,5
3 4,641 (6,3) 72,2 4,761 6,0) 73,6

169



Figura 119: Espectro de RMN de *H (D,0, 300 MHz) para o composto CP-XI.
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Figura 120: Espectro de RMN de *C (D,0, 75,5 MHz) para o composto CP-XI.
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Figura 121: Espectro de RMN de COSY (D,0, 300 MHz) para o composto CP-XI.
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Os cromatogramas obtidos via CLAE do extrato bruto CF-16 e do padrdo 3-
NPA (>97 %, Sigma) apresentaram o mesmo tempo de retengdo (9.5-10 min) (Figura
122). Comparando-se estes resultados obtidos com outros trabalhos (MUIR, et. al.;
1984; CHOMCHEON, et. al. 2005; FLORES, et al.; 2013) pode-se confirmar a

identificacdo do composto majoritario presente no extrato bruto como 3-NPA.

Figura 122: Curva de calibracdo para o composto CF-I e o &cido 3-nitropropiénico em
CLAE (C18 — Shim-pack prep.-ODS 250 x 46 mm id (Shimadzu). Detector UV-VIS:
modelo SPD-M20A. Fase movel: 0,15% de acido ortoforférico (pH2,0). Fluxo de
corrida: 0,9 mL/min. Amostra: 20 uL. a) Solucéo padrdo de 3-NPA (>97 %, Sigma) em
triplicata, e b) comparacdo do composto CP-XI em cor vermelho com o padrdo em
preto.
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A literatura descreve o isolamento desse composto em plantas leguminosas e em
fungos (FRANCIS, et. al.; 2013). Dessa forma, a literatura sugere duas rotas
biosintéticas para a producéo desse composto como metabolito secundario para fungos

endofiticos (Figura 123) e plantas (Figura 124) (FRANCIS, et. al.; 2013).

Figura 123: Proposta biosintética do acido 3-nitropropiénico proveniente de fungo.
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Extrato CF-12 caracteriza¢do do composto CP-XI1

A determinacdo da estrutura do composto CP-XII, presente no extrato CF-12
produzido pelo fungo endofitico Alternéria sp que foi realizada a partir da analise dos
dados espectroscopicos de RMN *H, **C, COSY, HSQC e HMBC.

No espectro de RMN *H (Figura 125) foram observados os sinais em &y 6,16
(H-6) e 6,42 (H-4) como dupletos com constante de acoplamento de 2,6 Hz,
caracteristico de uma substituicdo meta, observa-se também um singleto em &y 6,49 (H-
2’) e um sinal em 6,59 (d; J = 0,4 Hz; H-5") indicando uma substituigdo para. Além
disso, observou-se a presenca de dois singletos em &y 3,80 e 1,91 referentes aos
hidrogénios dos grupos metoxila e metila, respectivamente.

O espectro de RMN *3C (Figura 126) apresentou um sinal caracteristico para
carbonos quaternarios aromaticos ligados diretamente em atomos de oxigénio em ¢
165,1 (C-5), 165,7 (C-3), 144,2 (C-4’) e 143,4 (C-3°). Também foi observados sinais
para um grupo carboxila em &¢ 174,5 (C-7), uma metila em &¢ 19,1, uma metoxila em
d¢ 56,2. Outra informac&o foi & presenca de carbonos em 6¢ 100,6 (C-4), 107,4 (C-2),
111,5 (C-6), 116,7 (C-2°), 117,5 (C-5°), 127,3 (C-6"), 135,3 (C-1°) e 148,1 (C-1).
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Figura 125: Espectro de RMN de *H (CDs;0D, 500 MHz) para o composto CP-XII.
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Figura 126: Espectro de RMN de **C (CD;0OD, 75,5 MHz) para o composto CP-XI|.
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As correlagbes entre os carbonos e seus respectivos hidrogénios foram
observadas no espectro de HSQC (Figura 127). Neste espectro observou-se a correlagéo
dos hidrogénios em oy 6,42, 6,16, 6,49 e 6,59 com os carbonos C-4, C-6, C-2’ ¢ C-5’,
respectivamente. Além disso, foram observados dois sinais em dc 56,0 e 19,4
correlacionados com os hidrogénios do grupo metoxila e metila, respectivamente.

O espectro de HMBC (Figura 128 e 129) mostrou a correlacdo entre o
hidrogénio aromético em 8y 6,59 com os carbonos C1°, C3” e C4’ e com o carbono em
d¢c 19,4, e confirmando o grupo metila no C-6’. Também foi observada a correlagdo
entre o hidrogénio em &y 6,49 com os carbonos em d¢ 143,4 e 148,1; essas correlagdes
conectam os dois anéis aromaticos. Outra informacéo foi a correlacdo do hidrogénio H-
6 com o carbono 134,7. A posicdo do grupo metoxila no C-5 foi estabelecida pela
correlacdo entre o hidrogénio em &y 3,80 como o carbono em &¢ 165,1.

A confirmacdo do composto CP-XII foi atribuida pela comparado com o0s
dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C com dados da literatura (Tabela 26),
concluindo que esse composto trata-se do alternusin (ALY, et. al.; 2008; DE SOUZA,
et. al.; 2013). A proposta da rota de biossiontese para o composto alternusin esta
descrito na Figura 130 (SUN, et. al., 2012).
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Figura 127:

Espectro de HSQC e expanséo (CD3OD, 500 MHz) para o Composto CP-
XII.
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Figura 128: Espectro de HMBC (CD3;0D, 500 MHz) para o Composto CP-XI|I.
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Figura 129: Expanséo do espectro de HMBC (CD3;0D, 500 MHz) para o Composto CP-
XII.
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Tabela 26: Dados espectroscopicos de RMN de *H e **C (500,0 MHz, CD;0D) para o
Composto CP-XII e 0 composto altenusina.

Altenusina

Composto CP-XII

67
5- OCH;
6°-CH,

Sy mult. (J em Hz)

6,47 d (2,6)

6,19d (2,6)

6,525

6,63s

3,815
1,90s

dc

147,2
105,3
165,7
100,6
165,1
1114

134,7
116,4
1425
144,2
117,1
127,6
56,2

19,1

oy mult. Jem Hz)  &¢

HMBC

148,1
107,4
165,8

6,42 d (2,8)

100,6

3,4,

165,1

6,16 d (2,8)

111,5

6, 2

174,5
135,3

6,49 s

116,7

6°,3.4,1

143,4
144.9

6,59d (0,4)

117,5

6,3, 4

127,3
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191s

56,0
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Figura 130: Proposta da rota biossintética do composto alternariol.
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O extrato CF-12 da qual foi isolado o composto CP-XI11 foi analisada por infusédo
direta em modo positivo, utilizando fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI) em
espectrometro de massas com analisador do tipo triplo-quadrupolo. No espectro de ESI-
(+)-MS/MS foram observados dois picos caracteristicos da classe de compostos do tipo
alternariol (Figura 131) (DE SOUZA et. al., 2013) de m/z 291e 273, referentes aos
compostos alternusin e alternariol monometil-éster, respectivamente. O isolamento
dessa série de compostos € bem descrita na literatura com o uso de estudos de HPLC-
ESI-MS/MS (VISHWANATH, et. al., 2009; DE SOUZA, et. al., 2013; VARGA, et. al.,
2013).

No espectro de ESI-(+)-MS/MS do ion de m/z 291 [M+H]" (Figura 132) foi
observado pico base de m/z 273, referente & eliminacdo de &gua e um fragmento
[C14H1304]" de m/z 245, proveniente da eliminagdo do mondxido de carbono, a partir do
ion precursor. O ion de m/z 273 foi representado de duas formas na proposta de
fragmentacdo (Figura 148). Esse comportamento ocorre porque COmMpostos com
unidades aromaéticos substituidas por grupo hidroxila vizinhos podem formar um
epoxido via uma desidratacdo do anel aroméatico em uma analise de ESI-(+)-MS/MS
(PANDEY, et. al. 2014). Com essa informacdo foi possivel propor os fragmentos
ionicos de m/z 255 e o ion produto de m/z 227 [C14H1105]", referentes a desidratacéo e
eliminagdo de monoxido de carbono do ion [CisH130s]". A proposta de fragmentagdo

do ion precursor de m/z 291 [M+H]" foi exemplificado na figura 133.
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Figura 131: Espectro de fragmentacdo ESI-(+)-MS/MS do extrato bruto CF-12.

Ical_59pos (NOVOS PARAMETROS)

22072015_ICAL_59_POS_C 6 (0.101) Cm (6:80) Scan ES+
100 191 7.29¢6
201
273
215
O\O,
235
105 115 185
233 274
193 229 292
163 210
106 143 157 180 201 216 236 293
130135 207 224 245 259 279 289

O B A e L I L L A B L B B A R R M Ea AR R AR AR Raa s na s e s R nna Rl | 11V4
100 | liO | 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

183



Figural32: Espectro de fragmentacdo ESI-(+)-MS/MS do ion de m/z 291 do extrato CF-12.
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Figura 133: Proposta de fragmentagdo para o ion de m/z 291.
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Baseado no perfil de fragmentacdo para o composto alternusin foi possivel
estudar o ion precursor de m/z 273 (Figura 134), e propor a estrutura do composto
alternariol monometil-éster que ndo foi detectado por analise espectroscopicas de RMN
1D e 2D, e seus fragmentos. Esse espectro apresentou um pico do ion base com m/z
199, um fragmento [CisH130s]" com m/z 273, um ion produto de m/z 255 e um
fragmento [C14H1304]" de m/z 245.

Para esse composto foi observado um sinal de m/z 273 para o ion precursor, um
sinal de m/z 255 referente ao fon [C15H1104]", proveniente da perda de uma molécula de
agua. Outro sinal observado no espectro de ESI-(+)-MS/MS foi o pico de m/z 245,
resultado da perda de uma molécula de mondxido de carbono. Apos a desidratacdo do
produto de fon [C14H1304]", foi observado um pico de m/z 277 e posterior eliminagéo de
um molécula de agua para esse ion gerou o pico de m/z 199, referente ao pico base do

espectro.
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Figura 134: Espectro de fragmentacao ESI-(+)-MS/MS do ion de m/z 273 do extrato CF-12.
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Extrato CF-6 / Compostos CF-111 e CF-1V

CP-XIV

As determinacOes estruturais da mistura dos compostos CP-XIIl e CF-XIV
presente no extrato CF-3, produzido pelo fungo fungo endofitico Diaporthe sp que
foram realizadas a partir de analises de RMN de 'H, *C, COSY, DEPT, HMBC e
HSQC e comparacéo de seus dados espectroscopicos com os da literatura.

No espectro de RMN 'H (Figura 136) para o composto CP-XI11 foi observado
um sinal em oy 7,19 (dd; J = 8,3 e 7,5 Hz; H-4) e dois dupletos em 6y 6,71 (H-3) e 6,68
(H-5) com constante de acoplamento de 6,0 Hz, indicando a presenca de hidrogénios
aromaticos. Também foi observado um singleto em dy 2,54 com integracdo para trés
hidrogénios, sugerindo que o composto possui um grupo metila que ndo acopla com 0s
hidrogénios aromaticos.

No espectro de RMN *C (Figuras 137), foi observado sinal para um carbono
em d¢ 163,3 (C-2), trés carbonos arométicos em 6¢ 115,8 (C-3), 133,9 (C-4) e 123,4 (C-
5), além de um sinal em 8¢ 23,58, referente ao grupo metila. Esses dados sugerem que o
composto apresenta um heteroatomo. O espectro de HSQC, (Figura 138) mostrou as
correlagOes entre os hidrogénios em oy 6,71, 6,68 e 7,19 com os carbonos C-3, C-5 e C-
4, respectivamente. Além disso, foi observado um sinal em &8¢ 23,6 correlacionando
com o hidrogénio do grupo metila em &y 2,54. O espectro de COSY (Figura 139)

confirmou a correlagdo dos hidrogénios em &y 7,19 com o H-3 e H-5.
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Figura 135: Espectro de RMN *H (CDs;0D, 300 MHz), para 0 Composto CP-XIII.
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Figure 136: Espectro de RMN **C e expansdo (CD30D, 300 MHz), para o0 Composto
CP-XI1I.
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Figure 137: Espectro de RMN HSQC (CD3;0D, 300 MHz) para o0 Composto CP-XIII.
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Figure 138: Espectro de RMN COSY e expansao (CD3;OD, 300 MHz) para o0 Composto
CP-XI1I.
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O espectro de HMBC (Figura 140 e 141) mostrou a correlacdo entre o
hidrogénio em &y 7,19 (H-4) com os carbonos em d¢c 163,3 (C-2) e 142,6 (C-6).
Também foi observado a correlagdo do hidrogénio em &y 6,71 com os carbonos C-2 e
C-5, a correlagédo do H-5 com os carbonos em ¢ 115,8 (C-3) e com o carbono 23,6
referente ao grupo metila. Além disso, foi observado a correlacdo do hidrogénio
centrado em oy 2,54 com os carbonos 115,8 (C-5), 123,4 (C-3) e 142,6 (C-6).
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Figure 139: Espectro de RMN HMBC e expansdo (CD3;OD, 300 MHz) para o
Composto CP-XIII.
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Figure 140: Expanséo do espectro de HMBC (CD3;0D, 300 MHz) para o Composto CP-

XIII.
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A proposta da estrutura do composto CP-XII1 foi realizada por comparagdo com
dados da literatura para compostos analogos (VOGELI e PHILIPSBORN, 1973;
KONISHI e TAKAHASHI, 1977; BELL, et. al., 1995; SVENSSON, et. al., 2001;
CHOPARD, et. al., 2008; BENZ, et. al., 2013), devido a falta de dados espectroscopicos
para 0 composto proposto.

Os dados espectroscopicos de CP-XI1I foram comparados com os da literatura
para a 6-metil-2-piridona (BENZ et. al., 2015) (Tabela 27). Estudos realizados com 2-
amino-4-nitropiridinas e seus N-Oxidos (LAIHIA, et. al., 2013) propdem que no caso
dos N-Oxidos ocorre um efeito de desblindagem para os hidrogénios H-3 e H-5,
afetando também a constante de acoplamento. No mesmo estudo observou-se também o
efeito deste grupo nos deslocamentos quimicos dos carbonos, os quais, dependendo do
substituinte no C-2, podem varia de até 10 ppm para o C-4, como o observado para o
composto na tabela 24.

O efeito do grupo N-0xido nos deslocamentos quimicos pode ser explicado
pelas estruturas de ressonancia, que levam a um efeito de blindagem eletrdnica para os
hidrogénios nas posicées C-2, C-4 e C-6 e um efeito de desblindagem eletrénica na
posicdo C-3 e C-5 para sistemas heteroaromaticos (Figura 141).

Com base no discutido foi possivel propor a estrutura do composto CP-XIII
como sendo a do N-oxido 2-metil-piridona (Tabela 24) (VOGELI e PHILIPSBORN,
1973; KONISHI e TAKAHASHI, 1977; GREADY, et. al., 1992; BELL, et. al., 1995;
KOLEHMAINEN, et. al., 2002; ABRAHAM, et. al., 2014).

Figure 141: Formas de ressonancia de um anel aromatico N-oxidado.
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Tabela 27: Dados espectroscépicos de RMN de *H e **C (300,0 MHz, CD;0D) para o
composto CP-XIII e para a 6-metil-2-piridona.

6-metil-2-piridona Composto CP-XIII
Sn mult. (J em Hz) dc dn mult. (J em Hz) dc
2 166,2 163,3
3 6,43d (9,1) 106,2 6,71d (6,0) 1234
4 7,38 dd (9,1; 6,9) 142,1 7,19.dd (8,3; 7,5) 133,9
5 6,09d (6,9) 116,5 6,68 d (6,0) 115,8
6 146,1 142,6
-CH; 2,37s 19,1 23,6

Para composto CP-XIV o espectro de RMN de 'H (Figuras 142) mostrou um
dupleto em 6y 7,03 (J = 8,6 Hz) referentes aos hidrogénios H-2 e H-6 e outro dupleto
em oy 6,69 (J = 8,6 Hz) correspondentes aos hidrogénios H-3 e H-5. O valor da
constante de acoplamento sugere um anel aromatico para substituido. Além disso, o
espectro de RMN *H mostrou os sinais em &y 3,68 (t; J = 7,2 Hz) e 2,71 (t; J = 7,2 Hz),
referentes aos H-8 e H-7, respectivamente. Na anélise dos espectros de RMN C e
HSQC (Figura 143 e 144) observou-se a correlagcdo dos sinais em &¢ 131,0 com 0s
hidrogénios H-2 e H-6. Alem disso, foi observado a correlagdo do carbono em 6¢ 116,3
com os hidrogénios H-3 e H-5. Também foram observadas a correlagdes dos sinais em
d¢c 64,7 e 39,5 com os H-8 e H-7, referentes aos carbonos metilénicos. O sinal em J¢c
131,2 que foi atribuido ao C-4.
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Figura 142: Espectro de RMN *H (CD3;0D, 300 MHz) para o0 Composto CP-XIV.
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Figure 143: Espectro de RMN **C (CD3;OD, 300 MHz) para o Composto CP-XIV.
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Figura 144: Espectro de RMN HSQC (CD3;0D, 300 MHz) para o Composto CP-XIV.
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O espectro de COSY (Figura 145) evidenciou a correlacdo dos hidrogénios em
oy 7,03 e 6,69, confirmando a para substituicio do anel e a correlagdo entre os
hidrogénios metilénicos H-7 e H-8. O espectro de HMBC (Figura 146) mostrou a
correlacdo do hidrogénio em &y 7,03 com o carbono em 3¢ 156,8, ndo observado no
espectro de RMN de **C. Além disso, observou-se a correlacdo do hidrogénio em &y
6,69 com o carbono em &¢ 130,8, e a correlagdo dos hidrogénios metilénicos em &y 3,68
e 2,71 com o carbono em 131,2. Essa correlacdo conecta a cadeia lateral anel aromatico.
Estes dados, em conjunto com os dados espectroscopico da literatura (Tabela 28)
possibilitaram propor o composto CP-XIV como tirosol (FALK, et. al., 2000; KHATIB,
et. al., 2006; GUZMAN-LOPEZ, et. al., 2007; TAKAYA, et. al., 2007).
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Figura 145: Espectro de RMN COSY (CD30D, 300 MHz) para o Composto CP-XIV.
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Figura 146: Espectro de RMN HMBC (CD30D, 300 MHz) para o Composto CP-XIV.
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Tabela 28: Dados espectroscépicos de RMN de *H e **C (300,0 MHz, CD;0D) para o

composto CP-XIV e o tirosol.

Tirosol

Composto CP-XI1V

coONO Ol A~ WN -

Sy mult. (J em Hz)

6,77 d (8,0)
7,09 d (8,0)

7,09 d (8,0)
6,77 d (8,0)
2,82t (6,4)
3,83t (6,4)

dc
154,1
1154
130,0
130,2
130,0
1154
38,3
63,8

Oy mult. (J em Hz)

6,69 d (8,6)
7,03 d (8,6)

7,03d (8,6)
6,69 d (8,6)
271t(7,2)
3,68t (7,2)

dc
156,8
116,3
131,0
131,2
131,0
116,3
39,5
64,7

205



6. ENSAIOS BIOLOGICOS

6.1. Atividade antioxidante

Nos ensaios da avaliacdo da atividade sequestradora de radicais livres foi
utilizado o radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Esse radical possui
a capacidade de capturar hidrogénios dos compostos antioxidantes. Quando ocorre essa
captura verifica-se um descoramento do radical anteriormente violeta para uma
coloracdo amarela (DPPH-H). Essa mudanca de coloracdo é monitorada com auxilio do
espectrofotobmetro UV-visivel em 515,5 nm.

A partir dos valores de absorbancia foi possivel calcular a porcentagem de
inibicdo e construir um gréafico de inibicdo versus concentracdo para todas as fraces
obtidas. Na figura 147 esta apresentado um grafico ilustrativo da fragio CFHM. Os
valores 1Csqg do extrato bruto e das fracGes estudadas foram obtidos pela aplicacdo do

método da regressdo linear, como mostrado no grafico (Figura 148).

Figura 147: Determinacdo da atividade antioxidante das fracdes da espécie vegetal C.

parvifolia.
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Os valores foram comparados com o padrdo BHT (Tabela 29). De acordo com
os resultados dos ensaios, 0s extratos brutos e as fragOes examinadas apresentaram
potente atividade antioxidante, com valores de ICs, préximos aos do antioxidante
padrdo BHT. A fracdo CFHM apresentou I1Cso de 21,03 pg/mL. Esse comportamento
pode estar associado aos compostos CP-IX e CP-X, uma vez que esses compostos
apresentam na posicéo orto do anel aromatico dois grupos hidroxilas. Essa caracteristica
facilita a transferéncia de hidrogénio para o radical DPPH, potencializando a atividade
antioxidante (VILLANO, et. al.; 2007).

Tabela 29: Valores de ICs, da atividade antioxidante para o extrato bruto e as

respectivas fracdes da planta C. parvifolia.

Amostra ICso (ng/mL)

CEB 28,64 (23,76 — 33,34)
CFH 239,05 (nd)

CFD 37,14 (35,80 — 42,10)
CFAC (nd)

CFHM 21,03 (19,10 — 23,15)
BHT (t-butil-hidroxitolueno) 16,00 (7,93 — 19,26)

* Concentracdo ndo detectada no experiment (nd).

6.2. Atividade antibacteriana das fracdes obtidas de Calea parvifolia.

O teste antibacteriano apresentou resultados positivos para a fragdo
diclorometano (CFD) contra Staphylococcus aureus e Shigella flexneri, mostrando
eficiéncia significativa quando comparada com o controle com MeOH, sendo possivel a
observacdo de formacdo de halos de inibicdo (Figura 153). O extrato bruto (CEB)
apresentou baixa atividade antibacteriana apenas contra S. aureus. N&o foi possivel
observar a formacao de halos de inibicdo para as outras fracfes. A analise estatistica dos
dados obtidos apresentaram seis grupos distintos (Tabela 27), sendo o grupo um
(efetividade “-), na qual os valores ndo divergem dos valores obtidos do controle
negativo com metanol, ou seja, sem formacdo de halo de inibicdo. O grupo dois (+),
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grupo trés (++) e grupo quatro (+++) foram observados resultados positivos nos
tratamentos com as fracbes CFD e CFEX, e 0 grupo cinco (++++) e seis (+++++) que
corresponderam aos tratamentos no controle positivo com tetraciclina.

Os resultados obtidos ndo apresentaram valores medios significativamente
equivalentes aos controles com tetraciclina, porém pode-se observar que houve um
aumento gradativo do efeito de inibi¢do a S. aureus quando tratado com a fragcdo CFD,
conforme houve o aumento da concentracdo do extrato (Figura 149). Para cada grupo
estatistico crescente obtido pelo teste de Skott-Knott (p<0,05) foi adicionado um “+”
para representar a efetividade dos compostos contra as bactérias testadas. Os resultados
expressos com “-“ ndo diferem do controle negativo com metanol. Essa atividade ja foi
relatada para o género com a espécie vegetal C. platulepis que apresentou em seu estudo
quimico o isolamento de flavonoides, lactonas sesquiterpénicas e benzofuranos
(NASCIMENTO et al., 2004).

Figura 149: Teste de difusdo em disco com a fracdo CFD da planta Calea parvifolia.

20 mg/ml 30 mg/ml

, ©

Tetraciclina2 mg/mL " 10mg/ml

— MeOH
Staphylococcus aureus |
\

Tabela 30. Avaliacdo da atividade antimicrobiana das fracdes de Calea parvifolia em
relacdo a formacdo de halos de inibicdo, analisadas pelo teste estatistico de
Tukey (p<0,05).

Fracoes Atividade antibacterianal (halo formado)

E. coli S. aureus P. aeruginosa S. flexneri
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CFH . - -

CFD - +++ (2,5mm) - ++ (1,33mm)
CFAC - - - -
CFHM - - - -

CFEX - + (0,5 mm) - -
Metanol - - - -
Tetraciclina (4  ++++ (6,5mm) +++++ (9,6 +++ (3,0 mm)  ++++ (6,9 mm)
mg/ml) mm)

6.3. Atividade antitumoral

Os resultados da avaliagdo da atividade antitumoral demostraram que as fragoes
CFHM e CFAC foram inativas, apresentando 1Csy superiores a 100 uM para todas as
células testadas. Porém, o CEB e CFH apresentaram atividade moderada. Dentre as
fracdes estudadas a fracdo CFD foi a mais ativa, apresentando valores de 1Cs, entre 3,0
a 28,2 (ug/mL) frente as células tumorais testadas (Tabela 31, Figura 150). Os melhores
resultados apresentados para esta fracdo foram para células de rim 786-0, ovario com
fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos (NCI-ADR/RES) e prostata (PC-3), com
ICso em 2,9, 3,0 e 51 pg/mL, respectivamente. Esse comportamento pode estar
associado a presenca de lactonas sesquiterpénicas com esqueleto do tipo heliangolideos
nesta fracdo (VILLARREAL et al., 1994).

Tabela 31: Avaliagdo da atividade antitumoral das fracGes obtidas da espécie vegetal
Calea parvifolia.

2 M A 7 4 P @) K Q

(Mg/m (ug/m  (pg/m  (ug/m  (ug/m  (pg/m  (pg/m  (pg/m  (pg/m
L) L) L) L) L) L) L) L) L)

Doxorrubi 3,6 0,62 11,6 29 11,7 3,8 91 3,1 0,73
cina
CEB 69,4 58,6 26,7 22,5 47 4 83,1 51,8 78,3 39,6

CFH 826 433 174 275 418 160 338 323 791

CFD 10,6 9,3 3,0 229 282 51 11,3 13,0 1,3

CFAC >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
CFHM >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
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Linhagens tumorais humanas: 2 = U251 (glioma); m = MCF-7 (mama); md = MDA-MB-231 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovario
com fen6tipo de resisténcia a maltiplos farmacos); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células); p = PC-3
(préstata); o = OVCAR-03 (ovério); k = K562 (leucemia).

Linhagem néo-tumoral humana:

Figura 150: Gréfico do crescimento celular versus concentracdo dos resultados do teste
antitumoral da fracdo FCD.
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6.4. Atividade Antileishmania

6.5. Atividade Antileishmania

As atividades antileishmania das fracbes CFH, CFD, CFAC, CFHM e do extrato
bruto CEB proveniente da espécie C. parvifolia foram avaliadas frente a forma
promastigotas de Leishmania amazonenzis com o tempo de 72 horas de exposi¢do, onde
foram avaliados os valores de ICso. Dentre as fracGes estudadas, a CFH e o CEB
exibiram um notével efeito sob Leishmania amozonenzis com ICsy de 7,14-2,29 e 1,04-
0,89 pg/mL, respectivamente. A tabela 30 apresenta os valores de ICso de todas as
fragdes, onde foi observado que as fracoes CFD, CFAC e CFHM apresentaram efeitos

moderados com valores superiores a 100 pg/mL, sendo considera inativa.
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Tabela 32: Atividade In vitro frente a forma promastigota de Leishmania amazonenzis.

Fracoes Clso(pug/mL)
CFH (Fracao hexano) 7,14 £ 2,29
CFD (Fracdao diclorometano) >100
CFAC (Fragéo acetato) >500
CFHM (Fracédo hidrometanolica) >100
CEB (Estrato Bruto) 1,04 £ 0,89

7. CONCLUSOES

O estudo quimico das partes aéreas da Calea parvifolia resultou no isolamento
de uma série de lactonas sesquiterpénicas identificadas como: mistura de um composto
ndo descrito na literatura (CP-lll) e da tirotundina-3-O-metil éter (CP-1V), 15-
deoxigoiazensolideo (CP-V), 2,3-di-hiddro-15-deoxygoiazensolide (CP-VI), derivado
zexbrevina (CP-VII), 4,5-di-hiddro-15-deoxigoiazensolide (CP-VII1); da mistura dos O-
metilflavondides acacetina (CP-1) e genkwanina (CP-I1), além dos acidos clorogénicos
5-O-cafeoilquinico (CP-1X) e do &cido 4,5-O-dicafeoilquinico (CP-X).
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Os compostos CP-1, CP-Il, CP-V, CP-VI e CP-VIII, j& foram relatados para o
género Calea. Os compostos CP-IlI, CP-1X, CP-X ndo foram relatados para esse
género. O composto CP-1V ja foi relatado para a familia Asteraceae.

O estudo quimico dos metabolitos secundarios produzidos pelos fungos
endofiticos isolados da espécie vegetal C. parvifolia resultou na identificacdo do &cido
3-nitropropiénico (CP-XI), sendo que este composto ja foi isolado de extratos do fungo
endofitico Phomopsis longicolla. Alem disso, também foram isolados e identificados o0s
compostos altenusina (CP-XII), também isolado do fungo endofitico Alternaria sp, e a

mistura de compostos N-oxido 2-metil-piridona e tirosol.

O estudo de ESI-(+ e -)-MS/MS para os compostos identificados e isolados na
C. parvifolia possibilitou caracterizar e identificar um perfil de fragmentacéo
consistente que foi capaz de identificar os compostos na fracdo diclorometano sem nem
um tratamento cromatograficos. Utilizando esse perfil de fragmentacdo foi possivel
propor um dimero com o esqueleto furanoheliangolideo j& isolado em uma espécie do
género e dois outros compostos sem 0s grupos metacriloxi e isso-butiroiléxi , que nao
foram perceptiveis em analises de RMN. Para o extrato CF-12 que forneceu o composto
CP-XII essa técnica foi capaz de identificar e propor um mecanismo de fragmentacéo.

Os resultados dos ensaios biolégicos mostraram que a fragdo hidrometandlica
apresentou melhor resultado para a atividade antioxidante com valores de ICs
comparaveis aos do BHT. Esse comportamento esta relacionado com a presenca de
compostos fenolicos CP-I1X e CP-X.

Os resultados da avaliacdo da atividade antibacteriana os resultados foram
significativos para a fracdo CFD contra Staphylococcus aureus e Shigella flexneri.

Analisando os resultados para atividade antitumoral, frente a diversas linhagens
de células tumorais humanas, foi observada que a fracdo diclorometano foi a mais ativa
dentre as fracOes testadas, com valores de ICso na faixa de 2,9 a 5,1 pg/ml. Essa
atividade esta provavelmente relacionada as lactonas sesquiterpénicas isoladas da fragédo
diclorometano.

A realizacdo de ensaios biologicos para avaliacdo das atividades anti-

leishmania do extrato e fragcOes, mostraram que as fragcbes hexano e extrato bruto
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exibiram um notavel efeito sob Leishmania amazonensis, com ICsq de 7,14-2,29 e 1,04-
0,89 pg/mL, respectivamente.
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