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RESUMO

A tripanossomiase, conhecida popularmente como Doenga de Chagas, € uma das protozooses de
maior incidéncia e endemia, afetando anualmente de 15 a 20 milhdes de pessoas na América. A
doenca pode tornar-se fatal quando ndo tratada, sendo a principal causa de cardiopatia na
América do Sul. Os medicamentos atualmente utilizados para seu tratamento apresentam sérios
graves efeitos colaterais e agem apenas como paliativos na redug¢do da infec¢do. Estudos
etnofarmacolégicos indicaram o uso de extratos de espécies do género Lychnophora
(Asteraceae) no tratamento dessa doenga, além de serem empregados como analgésicos,
antiinflamatérios e anti-reumaéticos. As folhas, caule e flores de Lychnophora pinaster Mart.
foram submetidas, separadamente, a extragcdo a frio em etanol, obtendo-se os extratos EFO, ECA
e EFL, respectivamente. Esses extratos foram submetidos a fracionamento por CCS e eluicdo em
diferentes solventes. Os fitoconstituintes isolados foram caracterizados por IV, RMN e CG/EM.
As fracdoes em hexano e diclorometano do EFO forneceram uma mistura de hidrocarbonetos
alifaticos de Ci4 a Cj6, uma mistura de éster derivado do lupeol e do pseudotaraxasterol, uma
mistura de 3-0-acetil-urs-12-eno, 2-nonadecanona, 2-pentacosanona, 4,4-dimetil-cholesta-22-24-
dien-5-ol, lupeol e a-amirina, éster metilico derivado da a-amirina e uma O-alquil- a-amirina. O
extrato ECA forneceu uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos, acetato de baurenila, friedelina,
mistura de a-amirina e lupeol, mistura de estigmasterol e p-sitosterol. A fracdo em
diclorometano do EFL forneceu uma mistura de estigmasterol e f-sitosterol. Testes
antimicrobianos do EFO e de suas fracdes em diclorometano forneceram resultados positivos
frente a Staphylococcus aureus possibilitando o direcionamento do estudo no intuito de purificar
as fracdes com potentes atividades antimicrobianas. Os ensaios in vitro com tripomastigotas
sanguineos apresentaram resultados positivos das fracdes em acetato de etila do EFO e fracdes

em hexano, acetato de etila e etanol do EFL.

Palavras-chaves: Lychnophora pinaster, doenca de Chagas, triterpenos, testes antimicrobianos,

atividade tripomastigota.



ABSTRACT

The trypanosomiasis, popularly known as Chagas Disease, is a protozoonose of the high
incidence and endemic, affecting year 15 to 20 million people in America. The disease can
become fatal if not treated, being the main cause of heart disease in South America. The drugs
used in treatment of Chagas Disease have serious side effects and act only as a palliative,
reducing infection. Ethnopharmacology studies indicated the use of extracts from species of the
genus Lychnophora (Asteraceae) in the treatment of this disease which also are used as
analgesics, anti-inflammatory and anti-rheumatic. The leaves, stem and flowers of Lychnophora
pinaster Mart. were separately submitted to the extraction with cold ethanol to obtain the EFO,
ECA and EFL extracts, respectively. These extracts were subjected to CCS fractionation using
for elution for different solvents. The isolated compounds were characterized by IR, NMR and
GC/MS. The hexane and dichloromethane EFO fractions gave a mixture of Cyy to Cig
hydrocarbons; a mixture of esters of lupeol and pseudotaraxasterol, “mixture of 3-O-acetyl-urs-
12-ene, 2-nonadecanona, 2-pentacosanona, 4,4-dimethyl-cholesta-22-24-dien-5-ol, lupeol and a-
amyrin, methyl ester derived from a-amyrin” and an O-alkyl-a-amyrin. The ECA extract gave
mixture of aliphatic hydrocarbons, acetate baurenyl, friedelin, mixture of a-amyrin and lupeol;
mixture of stigmasterol and f-sitosterol. The fraction of EFL in dichloromethane gave a mixture
of stigmasterol and f-sitosterol. Submitted to antimicrobial tests, EFO and its fractions in
dichloromethane furnished positive results against Staphylococcus aureus allowing the direction
of the study in order to purify the fractions with potent antimicrobial activities. The in vitro tests
with blood trypomastigotes showed positive results of EFO (ethyl acetate fraction) and EFL

(hexane, ethyl acetate and ethanol fractions).

Key Words: Lychnophora pinaster, Chagas Diseasis, triterpenes, antimicrobial tests,

trypomastigote activity.



FIGURA A.1

FIGURA A.2

FIGURA A3

FIGURA A4

FIGURA 1.1

FIGURA 1.2

FIGURA 1.3

FIGURA 1.4

FIGURA L5

FIGURA II1.1

FIGURA II1.2

FIGURA II1.3

FIGURA I111.4

FIGURA IIL.5

FIGURA II1.6

LISTA DE FIGURAS

Paginas
Primeiro caso descrito da Doenga de Chagas, em 1909. 2
Forma infectante de Trypanosoma cruzi. 3
Distribuicdo geografica da Doenca de Chagas no mundo. 4
Estruturas quimicas de substancias efetivas contra 7. cruzi. 6
Lactonas sesquiterpénicas presentes no género Lychnophora. 11

Representantes das seis se¢des do género Lychnophora: (a)
Secdo Lychnophora, (b) Secdo Lychnophoriopsis, (c) Secao
Lychnophorioides, (d) Secdo Sphaeranthus, (e) Secdo
Chronopappus e (f) Secao Lychnocephaliopsis.

Distribuicdo geografica do género Lychnophora no Brasil.
Exemplar de Lychnophora pinaster Mart.

Estruturas quimicas de outros fitoconstituintes isolados
anteriormente de L. pinaster.

Cromatograma de CG de FOG1-R1.

Espectro de RMN de °C de FOG1-R1 (400 MHz; CDCl5).
Cromatograma de CG de FOG1-R4.

Espectro de absor¢ao na regido do Infravermelho de FOG1-R4.

Espectro de RMN de 'H de FOG1-R4 (400 MHz; CDCl3).

Espectro de RMN de °C de FOG1-R4 (100 MHz; CDCl5).

11

12

14

17

38



FIGURA II1.7

FIGURA II1.8

FIGURA IIL.9.

FIGURA II1.10

FIGURA III.11

FIGURA III.12

FIGURA II1.13

FIGURA II1.14

FIGURA IIL.15

FIGURA III.16

FIGURA II1.17

FIGURA II1.18

FIGURA III.19

FIGURA II1.20

Subespectro DEPT 135° de FOG1-R4 (100 MHz; CDCls).
Mapa de contornos HSQC de FOG1-R4 (‘H: 400 MHz; "°C:
100 MHz; CDCl3).

Ampliacdo de correlacdes do mapa de contornos HSQC de
FOG1-R4 ('H: 400 MHz; "°C: 100 MHz; CDCl5).
Cromatograma de CG de FOG1-R5.

Espectro de Massas da substancia de tempo de retencao 43,112
min do cromatograma de FOG1-RS5.

Espectro de absor¢do na regidao do Infravermelho de FOG1-R5
Cromatograma de CG de FOG1-R6.

Espectro de absor¢ao na regiao do Infravermelho de FOG1-R6.
Espectro de absor¢do na regido do Infravermelho de FOG1-R6-
Go.

Espectro de RMN de 'H de FOG1-R6-G6 (400 MHz, CDCly).

Espectro de RMN de "°C de FOG1-R6-G6 (100 MHz; CDCls).
Subespectro DEPT-135° de FOG1-R6-G6 (100 MHz; CDCl3).

Mapa de contornos HMQC de FOGI1-R6-G6 (lH: 400 MHz;
"*C: 100 MHz; CDCL3).
Mapa de contornos COSY de FOG1-R6-G6 (400 MHz;

CDCly).

43

44

45

47

48

50

51

52

55

56



FIGURA II1.21

FIGURA II1.22

FIGURA II1.23

FIGURA II1.24

FIGURA IIL.25

FIGURA II1.26

FIGURA II1.27

FIGURA II1.28

FIGURA II1.29

FIGURA II1.30

FIGURA II1.31

FIGURA II1.32

FIGURA II1.33

FIGURA II1.34

Mapa de contornos HMBC de FOG1-R6-G6 (‘H: 400 MHz;
*C: 100 MHz; CDCl5).

Espectro de absorcdo na regido do Infravermelho de FOGI-
R10-G4.

Espectro de RMN de 'H de FOG1-R10-G4 (400 MHz, CDCL,).

Espectro de RMN de "“C de FOGI-R10-G4 (100 MHz;
CDCl3).

Subespectro DEPT-135° de FOG1-R10-G4 (100 MHz; CDCls).
Cromatograma de CG de FOG1-R10-G4.
Espectro de absor¢do na regidao do Infravermelho de FOG1-

R11.

Cromatograma de CG de FOG1-R11.

Espectro de Massas da substancia de tempo de retencio 54,942
min do cromatograma de FOG1-R11.

Espectro de massas da substincia de tempo de reteng¢do 57,195

min do cromatograma de CG de FOGI1-R11.

Espectro de RMN de 'H de FOG1-R11 (400 MHz, CDCl3).
Espectro de RMN de °C de FOG1-R11 (100 MHz; CDCls).

Subespectro DEPT-135° de FOG1-R11 (100 MHz; CDCl5).

Fitoconstituintes isolados das Folhas de L. pinaster.

57

58

60

61

62

63

64

65

66



FIGURA IV.1

FIGURA IV.2

FIGURA IV.3

FIGURAIV4

FIGURA1V.5

FIGURA IV.6

FIGURA IV.7

FIGURA1V.8

FIGURA 1IV.9

FIGURA 1V.10

FIGURA IV.11

FIGURA 1V.12

FIGURA1IV.13

FIGURA 1V.14

FIGURA IV.15

FIGURA 1V.16

FIGURA V.1

FIGURA V.2

Espectro de absor¢do na regidao do Infravermelho de CAGS-R1.
Espectro de RMN de 'H de CAG5-R1 (400 MHz, CDCls).
Espectro de RMN de "°C de CAG5-R1 (100 MHz; CDCly).
Subespectro DEPT-135° de CAG5-R1 (100 MHz; CDCls).
Espectro de RMN de '"H de CAG5-R2-G2 (400 MHz, CDCl,).
Espectro de RMN de "°C de CAG5-R2-G2 (100 MHz; CDCls).
Subespectro DEPT-135° de CAG5-R2-G2 (100 MHz; CDCl3).
Espectro de RMN de 'H de CAGS (400 MHz, CDCls).
Espectro de RMN de °C de CAG8 (100 MHz; CDCls).
Subespectro DEPT-135° de CAG8 (100 MHz; CDCls).
Cromatograma de CG de CAGI1.

Espectro de Massas da substancia de tempo de retencdo 6,487
min do cromatograma de CAG11.

Espectro de RMN de '"H de CA-G11 (400 MHz, CDCl5).
Espectro de RMN de °C de CAG11 (100 MHz; CDCly).
Subespectro DEPT-135° de CAG11 (100 MHz; CDCl3).
Fitoconstituintes isolados do caule de L. pinaster.

Espectro de absor¢d@o na regido do Infravermelho de EEFLGS5-
R6.

Cromatograma de CG de EEFLGS5-R6.

81

82

82

83

84

85

86

87

89

91

92



FIGURA V.3

FIGURA V4

FIGURA V.5

FIGURA V.6

FIGURA V.7

Espectro de Massas da substancia de tempo de retencdo 6,781
min do cromatograma de EEFLG5-R6.
Espectro de RMN de 'H de EEFLG5-R6 (400 MHz, CDCl5).

Expansdo da regido entre oy 3,00 e 7,00 do espectro de RMN
de '"H de EEFLG5-R6 (400 MHz, CDCls).

Espectro de RMN de °C de EEFLG5-R6 (100 MHz; CDCls).

Subespectro DEPT-135° de EEFLGS5-R6 (100 MHz; CDCls).

93



TABELA 1.1

TABELA II.1

TABELA 11.2

TABELA I1.3

TABELA 11.4

TABELA IL.5

TABELA 11.6

TABELA I1.7

TABELA I1.8

TABELA I1.9

LISTA DE TABELAS E ESQUEMAS

Paginas

Classificacdo taxonomica da espécie Lychnophora pinaster

Fracdes e grupos de fragdes resultantes do fracionamento

cromatogréifico de EFO
Fragdes e grupos de fragdes
cromatogrifico de FOG1
Fracdes e grupos de fragdes
cromatogrifico de FOG1-R6
Fracdes e grupos de fragdes
cromatogrifico de FOG1-R10
Fracdes e grupos de fragdes
cromatogrifico de ECA
Fragdes e grupos de fragoes
cromatogrifico de EEFL.
Fracdes e grupos de fragoes
cromatogrifico de EEFLG5
Fragdes e grupos de fragdes
cromatografico de EHFL
Fragdes e grupos de fragdes

cromatografico de EHFLD

resultantes

resultantes

resultantes

resultantes

resultantes

resultantes

resultantes

resultantes

do

do

do

do

do

do

do

do

fracionamento

fracionamento

fracionamento

fracionamento

fracionamento

fracionamento

fracionamento

fracionamento

15

24

25

27

28

29

31

32

33

33



TABELA I1.10

TABELA II1.1

TABELA III1.2

TABELA IV.1

TABELA 1V.2

TABELA IV.3

TABELA VI.1

TABELA VI.2

Fracdes e grupos de fragdes resultantes do fracionamento
cromatogrifico de EHFLD;oH;

Atribuigdo dos sinais de RMN de "°C de FOG1-R4 e dados da
literatura do lupeol e pseudotaraxasterol

Atribuigdo dos sinais de RMN de °C de FOG1-R11 e dados da
literatura dos triterpenos ~amirina e lupeol

Atribuigdo dos sinais de RMN de "°C de CAG5-R1 (400 MHz;
CDCl;) e dados da literatura de acetato de 3f-OAc, A7,
baurenila

Atribuigdo dos sinais de RMN de C de CAG5-R2-G2 (400
MHz; CDCl;) e dados da literatura da friedelina (400 MHz,
CDCI3, TMS)

Atribuigdo dos sinais de RMN de '’C de CAGI1 e dados da
literatura do estigmasterol

Resultados de testes microbioldgicos de halo de inibi¢do do
extrato etandlico bruto das folhas de Lychnophora pinaster
frente a diferentes espécies de bactérias

Resultados dos testes microbiolégicos de halo de inibi¢do de
fracdes do extrato etandlico das folhas e flores de Lychnophora

pinaster frente a Staphylococcus aureus

34

46

69

76

80

88

97

98



TABELA VL3

ESQUEMA 1II.1

Resultados de testes de atividade tripanossomicida (reducio de
parasitas) das fra¢des do extrato etandlico das folhas e flores de
Lychnophora pinaster frente a formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi 88

Preparacao dos extratos organicos de L. pinaster 23



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

o - Deslocamento Quimico

(0] - Diametro

CCD - Cromatografia em camada delgada

CCS - Cromatografia em coluna de silica gel

CG - Cromatografia a gas

CG/EM - Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
CIM - Concentracao Inibitéria Minima

COSY - Correlation Spectroscopy

d - Dupleto

dd - Dupleto Duplo

ddd - Duplo dupleto duplo

DEPT-135° - Distortionless Enhancement by Polarization Transfer — angulo 135°
EM - Espectrometria de massas

HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HMQC - Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

HSQC - Heteronuclear Single Quantum Coeherence

v - Infravermelho

J - Constante de acoplamento escalar

m - Multipleto

NOESY - Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy

qd - Quarteto Duplo



RMN de *C

RMN de 'H

sl

td

TMS

R

ATR

DCM

AcOEt

EtOH

MeOH

- Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13
- Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
- Simpleto

- simpleto largo

- tripleto

- tripleto duplo

- Tetrametilsilano

- Tempo de retengdo

- Espectroscopia no infravermelho por Refletancia Total Atenuada
- Diclorometano

- Acetato de Etila

- Etanol

- Metanol



SUMARIO

Paginas
APRESENTAGCAO. ...t s st es s asas s ennaeee 1
CAPITULO I — SOBRE A ESPECIE LYCAROPROFA PINASIET ... 9
1. A FAMILIA ASTERACEAE..........oitimiiiriieeiseeiisesesesesssesessesssssssssssss s esessssesees 10
2. O GENERO LYCHROPROTA. ... ese s 10
3. A ESPECIE LyCHROPROFA PIRASIET ...........oveeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeee s 13
3.1, Atividade BIOIOZICA. .....ceovuiiiiiiiiiiiee ettt 15
3.2. Constituintes quimicos
isolados anteriormente em Lychnophora pinaster.............c...eeeecuveeeeeccueeeesscveeeeneennns 16
CAPITULO I - PARTE EXPERIMENTAL.........c.coooviuimeeeeeeeeeseeeeeeeee oo 18
L IMALETIALS ...ttt ettt ettt st ettt e bt e st et esat e et e st e e e sateenneenaneeanees 19
L1, EQUIPAMENLOS. .ecuuttiiiiiiieiiieeeite ettt ettt ettt e et e e eesaeee e 19
1.2. Procedimentos CromatOZrafiCOS. ......cooueirruieriiiiieeniieeiie ettt 20
1.3. Testes MICTODIOIOZICOS. ....ccouuiiiiiiiiiiieeiteeeite ettt ettt 21
1.4. Testes parasitOlOZICOS. ....ccvuuiririiiiiiieiiiee ettt ettt ettt e st e st e st e e es 21
2. Metodologia fitOQUITIICA. ...cceueeeiiiiiriieeeiie ettt ettt et e et e st e e e eesbee e e 21
2.1. Material VEZELaL........coouiiiiiiiiiiiiiie e 21
2.2. ObeNCAO OS EXITALOS ..uuvveeieieeiiieeriieeeiteeeitee et e ettt e site e st e e sibeeesabeeesabeessaneesanne 21
2.3. Fracionamento do extrato etandlico das folhas (EFO.............ccccoeeeviiiiiiiiiinnnnn, 23

2.4. Fracionamento do extrato etandlico do caule (ECA)......coovvvvvvveiiiiiiiiiiiineeeneenn, 29



2.5. Fracionamento do extrato etandlico das flores (EFL-EE).............cccccoevvvvnenn..n. 31

2.6. Fracionamento do extrato hexanico das flores (HFL-EH)...........cccccvveeeeiiinn. 33

3. Metodologia DIOIOZICA. ....ccuuiiiiiieiiieeeite ettt et 34
3.1. Testes antimIiCTODIANOS. ........coueerterierieeniteeteente ettt ettt e seeeenee e 34
3.1.1. Testes de difusao €M AZAT........ceovuiiiiiieiiiieeriieeeiee et 34

3.1.2. Testes de concentragao inibitoria MiNIMa........ceevveeerveernieeriieeniieenneen. 35

3.2. Testes parasitOlOZICOS. ...ccovurieiruiieiiiieeiiee ettt ettt ettt e s e e s s 36

CAPITULO III - ESTUDO FITOQUIMICO DAS FOLHAS

— ReSultados € DISCUSSAO....uuvviiiiiiieieiiiiieieeeeeeecctte et e e eeeeectree e e e e e eeeeeebrareeeeeeeeeeesrrareeaaeeees 37
1. ANALISE ESTRUTURAL DE FOGI-R1......oooiuiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 38
2. ANALISE ESTRUTURAL DE FOGI-RA4........cooomiuiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 40
3. ANALISE ESTRUTURAL DE FOGI-R5........cooviiviroreieeeeeeeeeseereees s, 47
4. ANALISE ESTRUTURAL DE FOGI-R6........ooovmoeioeeeeereeeeeieeeeeeeeeee s, 49
5. ANALISE ESTRUTURAL DE FOGI-R6-GB.........ooooueeeeereeeeeeeeeeeeeeeeee e 51
6. ANALISE ESTRUTURAL DE FOGI-R10-G4........cooouooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58
7. ANALISE ESTRUTURAL DE FOGI-R11......coiviiiiieiieieeeeeeeeeeeee e, 62

CAPITULO IV — ESTUDO FITOQUIMICO DO CAULE

— Resultados € DISCUSSAO.....uuvviiieiiiieiiiiiiiieee e e e eeecctree e e e eeeeectarre e e e e e e eesettareeeeeeeeeeeanrrereeeas 71

1. ANALISE ESTRUTURAL DE CAGS-R1.....coooimimiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 72
2. ANALISE ESTRUTURAL DE CAGS-R2-G2....c..oooveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeee e 77
3. ANALISE ESTRUTURAL DE CAGS.........oovueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees s sesseseesnnnes 81

4. ANALISE ESTRUTURAL DE CAG T Lo sese e 83



CAPITULO V - ESTUDO FITOQUIMICO DAS FLORES
— Resultados e Discussao
1. ANALISE ESTRUTURAL DE EEFLG5-R6

CAPITULO VI - ENSAIOS BIOLOGICOS

DE EXTRATOS, FRACOES E FITOCONSTITUINTES ISOLADOS DE L. pinaster.....96

1. Teste de Atividade Bactericida

........................................................................................ 97
2. Testes de atividade tripanoSSOMICIAA. .......cuueeruiieriiieeriieeiee ettt 99
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS.......coutiiiiiriiierieriesisssssessessesssessssssss e ssesssesssessssens 102

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



APRESENTACAO



A tripanossomiase consiste em uma das protozooses de maior incidéncia e endemia na
Africa e América, apresentando-se em duas formas distintas.'” A tripanossomiase africana,
conhecida como Doenca do Sono, afeta anualmente de 20 a 30 mil pessoas. Caso a doenga nao
seja tratada, o indice de mortalidade € muito elevado.” O tratamento é feito de acordo com o
estdgio em que se encontra a doenca e os medicamentos utilizados apresentam respostas adversas
sérias, comprometendo a saude do paciente.3

A tripanossomiase americana, conhecida como Doenca de Chagas, foi catalogada por
Carlos Chagas em 1909 (Figura A.1) e estende-se por toda a América Central e do Sul, onde sdo

registrados de 15 a 20 milhdes de portadores da doenca.

iﬁdui_c?eééﬁﬁﬁ%e"a doenca de Chagas.!
I of |

E esta, a primeira doente.

‘ Mummmmmm?hmumw mhmmm»mmﬂm
sy

Figura A.1. Primeiro caso descrito da Doenga de Chagas, em 1909.

No Brasil, as formas de contdgio ocorrem fundamentalmente por meio da espécie Triatoma
infestans do barbeiro (300 mil novos casos anuais), transfusdo sanguinea (cerca de 3 mil novos

casos anuais) e via transplacentdria (congénita), de extrema gravidade devido aos possiveis



efeitos dos medicamentos sobre o embrido ou o feto. Essa doenca € causada pelo Trypanosoma
cruzi (Figura A.2), parasita encontrado em animais domésticos (principalmente cachorros, gatos

e porcos) e selvagens (macacos, morcegos e diversas espécies de roedores).

Figura A.2. Forma infectante de Trypanosoma cruzi.

Em humanos, o 7. cruzi é encontrado na forma amastigota (intracelular) ou tripomastigota
(no sangue). O hospedeiro definitivo contamina-se com a forma tripomastigota do parasita que
penetra pela mucosa ou pele. O parasita alcanca a circulacao sistémica e atinge 6rgaos vitais, tais
como baco, figado, medula 6ssea, rins, tecido nervoso, ganglios linfaticos e musculo estriado
cardiaco. A fase aguda tem duracdo de aproximadamente 60 dias, sendo caracterizada pelo
espalhamento do parasita para alguns 6rgdos vitais, entre eles o coracdo. A infeccdo pode ser
assintomdtica ou marcada por febre, distensdo abdominal e do es6fago, dilatacdo do figado e
baco e ainda miocardite aguda. Em criancas, esse estdgio da doencga apresenta um alto indice de
mortalidade. A fase cronica é marcada pela perda lenta de tecidos envolvendo os musculos

cardiacos e do trato digestivo, podendo persistir por muitos anos. As infec¢des cronicas resultam



em vdrias desordens neuroldgicas, incluindo deméncia, megac6élon e danos no misculo
cardiaco."*

A Doencga de Chagas € a principal causa de cardiopatia na América do Sul, concentrando-
se geograficamente nas Américas Central e do Sul (Figura A.3). No Brasil, esta doenca atinge
alto indice de prevaléncia em Minas Gerais.” Nesta regido, além do barbeiro (vetor), a sua
transmissdo por transfusdo de sangue € significativa, considerando a alta propor¢do de soros-

positivos na populalgﬁo.6

L ' et o
r - ] et L1
2 O LY
ol ?) -.--.-.H-\-\' i I:'I._
i e R e
A s
.-:-'I. 'l‘.'l" _f:'{'\'-‘ﬂ ! ."-"-‘I.'I ]
e S M e '*-"flif'_"-.
- 1y - o ]
N 4-F <5 W E't\ %
- ol v .'__ = -
C _I;_i l.l :E-:‘\-‘L\.'?F n
e U A7)

 *

Figura A.3. Distribui¢do geografica da Doenga de Chagas nas Américas.

Segundo dados do Banco Mundial, a doenca de Chagas é a enfermidade tropical de maior
incidéncia em todo o continente, superando em conjunto a maldria, esquistossomose, hanseniase
e leishmaniose. Situa-se na quarta posi¢do entre as doengas de maior prevaléncia, depois das

enfermidades respiratérias agudas, diarréias e AIDS.’



A doenga torna-se freqiientemente fatal quando ndo tratada. Nifurtimox (1, Figura A.4) é o
farmaco mais efetivo contra todas as formas do 7. cruzi. A combinag¢do de (1) com cortisona (2,
Figura A.4) € capaz de eliminar o parasita do musculo cardiaco. Benzonidazol (3, Figura A.4) é
outro medicamento que reduz inflamacgdes e destr6i também parasitas que se encontram no
musculo cardiaco. Primaquine (4, Figura A.4) pode destruir o parasita apenas no sangue, nao
sendo efetiva contra seus estdgios celulares e teciduais.® Anfotericina B (5, Figura A.4),
tricomicina (6, Figura A.4), bem como muitos alcaléides f-carbolinicos, flavondides,
naftoquinonas, lactonas sesquiterpénicas, triterpenos e esteréides t€ém se mostrados ativos in vitro
e in vivo contra a forma tripomastigota do parasita.” No entanto, a baixa solubilidade em dgua e
necessidade de concentragdes elevadas para apresentarem atividade tripanossomicida limitam o
uso dessas substincias em bancos de sangue.'”

Além dos efeitos colaterais, os medicamentos mais empregados no tratamento de
individuos contaminados pela doenca de Chagas agem apenas como paliativos na redugdo da
infeccdo pelo protozodrio, na fase aguda da doenca.'' Violeta de genciana (7, Figura A.4), na
concentracdo de 250 pg/mL, tem sido praticamente o Unico tripanossomicida empregado em
bancos de sangue, apesar de provocar microaglutinagdes, empilhamento de eritrocitos e
mudancas na coloragdo sanguinea, além de requerer temperaturas baixas (proximas a 4 °C) e
longos periodos para esterilizacdo total do sangue.'” Geralmente, os pacientes transfundidos
mostram rejeicdo visual ao tratamento com esse composto, pois essa substincia promove
alteracdes da cor do sangue, urina e pele.> Recentemente, o seu uso tornou-se muito limitado
apds os resultados positivos de atividade carcinogénica e de mutagenicidade observados em

testes de toxicidade cronica em camundongos.'*



Figura A.4. Estruturas quimicas de substancias efetivas contra 7. cruzi.



Neste contexto, a busca de novas alternativas medicamentosas para o tratamento contra
a forma tripomastigota de 7. cruzi torna-se importante, sob o ponto de vista de politicas publicas
e de saude. Estudos etnofarmacoldgicos indicaram que espécies do gé€nero Lychnophora
(Asteraceae) sdo utilizadas como analgésicas, antiinflamatdrias e anti-reumdticas.'” Extratos de
diversas espécies desse género tém sido testados in vitro e in vivo contra formas sanguineas de 7.
cruzi*® e, no caso da espécie Lychnophora pinaster Mart., os resultados mostraram-se muito
significativos.'” Desta espécie foi isolado um sesquiterpendide, o 4cido licnoféico (8, Figura
A.4). Essa substancia ndo apresentou toxicidade frente a larvas Artemia salina e nem atividade
anti-HIV ou contra células tumorais de mamiferos. Porém, apresentou expressiva atividade
tripanossomicida in vitro, sem destruir elementos figurados do salngue.18
Anteriormente, estudos fitoquimicos das partes aéreas, sem serem separadas, de
Lychnophora pinaster foram descritas na literatura.' Apesar dos estudos fitoquimicos das partes
aéreas terem sido realizados anteriormente, ndo existe na literatura um estudo das folhas, caule e
flores tratados separadamente, o que justifica o estudo fitoquimico das diferentes partes da planta
acompanhado por testes bioldgicos para identificacdo de principios ativos. Assim, no presente
trabalho foram feitos separadamente estudos fitoquimicos das folhas, flores e caule de
Lychnophora pinaster Mart, além de testes antimicrobianos e testes de atividade
tripanossomicida de extratos, fracdes e fitoconstituintes isolados, visando novas alternativas
medicamentosas para o tratamento da doenga de Chagas.
No Capitulo I é descrito inicialmente um levantamento sobre as principais caracteristicas
de representantes da familia Asteraceae e o género Lychnophora e caracteristicas morfoldégicas e

classificagdo taxonOmica da espécie L. pinaster. Além disso, foram realizados levantamentos



sobre os constituintes quimicos isolados em espécies de Lychnophora. No Capitulo I é descrito
também um levantamento sobre o uso popular da planta em Minas Gerais.

No Capitulo II s@o apresentados os materiais e equipamentos empregados nas andlises de
caracterizacdo estrutural dos fitoconstituintes isolados. Em seguida, s@o descritos os
procedimentos experimentais realizados nos testes de atividade antimicrobiana e
tripanossomicida do extrato, fragdes e fitoconstituintes isolados. Finalmente, neste capitulo é
detalhada a metodologia fitoquimica para isolamento dos fitoconstituintes das folhas, caule e
flores da planta.

O Capitulo IIT descreve os resultados e discussdo do isolamento dos fitoconstituintes das
folhas da planta. As andlises estruturais dos fitoconstituintes foram realizadas a partir dos dados
de cromatografia a gis acoplada a espectrometria de Massas (CG/EM), espectroscopia de
absor¢do na regido do Infravermelho (IV) e espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
ID (RMN de 'H, RMN de “C e DEPT 135°) e 2D (COSY, NOESY, HSQC e HMBC). O
mesmo foi realizado para as andlises estruturais dos fitoconstituintes isolados através do
fracionamento cromatogréfico do caule e das flores, os quais sdo descritos, respectivamente, nos
CapituloIVe V.

No Capitulo VI sao apresentados os resultados dos ensaios bioldgicos realizados com

extratos, fragdes e fitoconstituintes isolados da planta. Através desses ensaios foi possivel avaliar

a atividade antimicrobiana e tripanossomicida dos extratos, fracdes e fitoconstituintes isolados.



CAPITULOI:

SOBRE A ESPECIE Lychnophora pinaster



1. A FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae é o grupo sistemdtico mais numeroso dentro das Angiospermas,
compreendendo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies.zo Sdo plantas de aspectos
extremamente variados, incluindo principalmente pequenas ervas ou arbustos e raramente
arvores.”! Cerca de 98% dos géneros sdo representados por plantas de pequeno porte e sdo
encontradas em todos os tipos de habitats, mas principalmente nas regides tropicais montanhosas
na América do Sul.?

Plantas dessa familia sdo extensivamente estudadas quanto a sua composi¢dao quimica e
atividade bioldgica, sendo que algumas tém proporcionado o desenvolvimento de novos
farmacos e inseticidas.”> Indmeros trabalhos cientificos realizados com espécies da familia

Asteraceae apresentaram o isolamento de uma variedade de metabdlitos secundarios no

~ . 24
tratamento e prevengao de varias doengas.

2. 0 GENERO Lychnophora

As plantas do género Lychnophora (Asteraceae) por apresentarem propriedades anti-
inflamatoria, analgésica e anti-edematogénica consagradas pela medicina popular, sdo utilizadas
como sucedaneas da Arnica montana L., nativa da Europa, cujas propriedades ja foram
cientificamente comprovadas. A presenca de lactonas sesquiterpénicas, como o metacrilato de
helenalina (9) e tomentosina (10, Figura 1.1), confere a acdo anti-inflamatéria a A. montana L,
justificando assim sua utilizagdo na absor¢do de hematomas e edemas por meio de tinturas e

. 12507
extrato fluido.
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Figura I.1. Lactonas sesquiterpénicas presentes no género Lychnophora.

O género Lychnophora é considerado endémico do Brasil, tendo as suas espécies uma
. . .. . . . ., . )
distribuicao restrita aos complexos rupestres de quartzito da Bahia, Goids e Minas Gerais. A

. e A . <2
Figura 1.2 mostra as subdivisdes propostas para o género Lychnophora em seis segoes. 8

Figura 1.2. Representantes das seis se¢des do género Lychnophora: (a) Secao Lychnophora, (b)
Secdo Lychnophoriopsis, (¢) Secdao Lychnophorioides, (d) Sec¢do Sphaeranthus, (e) Segdo
Chronopappus e (f) Secao Lychnocephaliopsis.
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Das 32 espécies existentes no Estado de Minas Gerais, 15 estdo incluidas na lista de
espécies ameacadas em extin¢do, entre elas a Lychnophora pinaster Mart.” A Figura 1.3

apresenta a distribuicdo geogréfica do género Lychnophora no Brasil.

Goias
7,3%

\

Bahia

28 9% Minas

—Gerais
76,5 %

Figura L.3. Distribuicio geografica do género Lychnophora no Brasil.

Devido a coleta predatéria, dreas de distribuicdo restrita, populacdes pequenas ou
isoladas e destruicio do habitat, outras espécie de Lychnophora encontram-se ameacgadas
também de extin¢do, enquadrando-se em situacdes de perigo (L. diamantina Jones & Coile., L.
gardneri Sch. Bip. e L. pohlii Sch. Bip.), vulnerdveis (L. ericoides Mart., L. graomogolense
Semir. e L. pinaster Mart.), criticamente em perigo (L. albertinoides Gardner., L. brunioides
Mart. e L. souzae H. Rob.) ou provavelmente extintas (L. humillima Sch. Bip., L. reticulata

Gardner. e L. salicifolia Mart.).>%%

Algumas espécies do género, como L. ericoides M. e L. rosmarinfolia M. (candeeiro), s@o

utilizadas como madeira de esteios, tornos, lenha e curtume, numa faixa que se estende do

12



Maranhao até Sao Paulo incluindo Minas Gerais. A L. salicifolia Mart. (pau-de-canela) apresenta

e . . 33
a mesma aplicabilidade, sendo encontrada apenas em Minas Gerais.

3. A ESPECIE Lychnophora pinaster Mart.

Lychnophora pinaster Mart., conhecida popularmente como arnica mineira, ¢ uma
espécie que apresenta propriedades medicinais e apresenta crescimento arbustivo. Sua ocorréncia
¢ restrita a campos rupestres, que se constitui por afloramento de rochas, entre 800 a 2000 m de
altitude, sendo considerada endémica.’” Essa espécie apresenta sinonimia botanica extensa:
Vernonia trichocarpa Spreng., Piptocoma lychnophorioides Less., Lychnophora trichocarpa
(Spreng.) Spreng., Lichnophora affinis Gardh., Lychnophora brunioides var. affinis (Gargh)
Baker., Lychnophora rosmarinus Pohl. Ex Schultz-Bip, Lychnophora rosmarinus var.
eurosmarinus Schults-Bip, Lychnophora rosmarinus var. normalis Schults-Bip, Lychnophora
brunioides var. pinifolia Baker., Lychnophora pumilio Pohl. e Lychnophora piptocoma Schults-
Bip. Popularmente, a planta recebe nomenclatura vulgar variada, como arnica mineira, candeia,

arnica-da-serra ou, simplesmente, arnica.

A foto de um exemplar de L. pinaster € mostrada na Figura 1.4. Aquénios de arnica
encontram-se em sub-capitulos de capitulos, apresentando papus internos e externos como
estrutura de dispersdao. A arnica foi estudada quanto aos aspectos da fenologia e reproducdo
sexuada por considerar importante e urgente a obtencdo de informacdes cientificas sobre o seu
comportamento em habitat natural e seus aspectos reprodutivos. A frutificacdo ocorre em trés
fases distintas: apds antese e simultineamente a senescéncia das flores, aquénios com papus

interno presente e aquénios com papus interno ausente, quando em processo de dispersdo. A
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planta apresenta comportamento fenoldgico sazonal em relacdo aos seus aspectos vegetativos,
reprodutivos e dispersdo dos frutos, em funcdo das variagdes climdticas. Além disso, maior
porcentagem de germinagdo e indice de velocidade de germinagdo dos aquénios sdo possiveis em
condi¢des de laboratério, quando se utilizam caixas acrilicas tipo "gerbox", em substrato entre

papel mata-borrao e temperaturas alternadas entre 20 e 30 oC.

Figura 1.4. Exemplar de Lychnophora pinaster Mart.

A Tabela I.1 representa a classificagdo taxondmica cldssica da espécie Lychnophora

pinaster proposta por Cronquist em 1981.%
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Tabela I.1. Classificagao taxondmica da espécie Lychnophora pinaster

Classe Magnoliopsida (Angiospermae)
Sub-classe Magnolidae (Dicotyledonaee)
Superordem Magnoliiflorae

Familia Asteraceae

Género Lychnophora

Espécie L. pinaster Mart.

3.1. Atividade biolégica

L. pinaster € uma planta medicinal encontrada em Minas Gerais, que possui alto espectro
farmacoldgico, apresentando atividades anestésica, antimicrobiana, anti-reumatica, cicatrizante e
antiinflamatéria, além do uso em casos de contusdes, inchacos, hematomas, traumatismos e
varizes.’® Os ramos, folhas e flores sdo utilizados popularmente na forma de infusdo, extrato
alcodlico, cataplasma ou pomada.37 A administra¢do da L. pinaster na forma de florais auxilia a
cicatrizagdo e traumatismos do corpo fisico, além de ferimentos, contusdes, cirurgias e traumas

fo 3
psiquicos.™

As folhas e flores de L. pinaster Mart. sdo utilizadas na medicina popular sob a forma de
extrato alcodlico, como antiinflamatdrio, anestésico e cicatrizante em machucados.’® A partir de
L. pinaster Mart foi isolado o 4cido licnoféico (8, Fig. A.4, pg.6), que inibiu 50% do crescimento

dos tripomastigotas de 7. cruzi na concentracao de 12 ug/mL.3 6
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3.2. Constituintes quimicos isolados anteriormente em Lychnophora pinaster'®>°*°

Muitos estudos descrevem o isolamento e testes de atividade farmacoldgica de vérios
fitoconstituintes de L. pinaster, incluindo seus 6leos essenciais.’’ Outros estudos descrevem o
isolamento da rutina (11, Figura 1.5), um flavondide inibidor da enzima tirosinase e responsdvel
pela hiperpigmentagdo da pele. O acido licnoféico (8, Fig. A.4, pg. 6) e seus derivados dlcool e
éster atuam no combate da forma tripomastigota do Trypanosoma cruzi. 40

De acordo com a literatura, a lactona sesquiterpénica 15-desoxigoiazenolideo (12), os
triterpenos lupeol (13), misturas de & ¢ f-amirina (14 e 15) e friedelina (16), o flavondide
quercetina (17), acido isoclorogénico (18), 4dcido caféico (19), isovitexina (20) e vitexina (21)
foram outros fitoconstituintes isolados de L. pinaster,” cujas estruturas sdo apresentadas na

Figura L.5.
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Figura 1.5. Estruturas quimicas de outros fitoconstituintes isolados de L. pinaster.
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CAPITULO II:

PARTE EXPERIMENTAL



1. Materiais

1.1. Equipamentos

As andlises por cromatografia a gis foram realizadas em cromatégrafo a gis (CG) foram
realizadas em cromatdgrafo a gds Hewlett Pachard 5890 Series II equipado com detector com
ionizacdo em chama (FID). As dreas e os tempos de reten¢do foram obtidos na estacdo de
tratamento de dados HP ChemStation (HP 3365). Utilizou-se o modo split (50:1), coluna capilar
de silica fundida (30m, diametro de 0,32nm, espessura do filme de 0,25um, fase estaciondria
HP-5).

As anélises por cromatografia a gds acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) foram
realizadas em cromatdgrafo a gds VARIAN 4000 acoplado ao espectrometro de massas por
impacto de elétrons a 70 eV, targat TIC 20000 counts, Max ion time 25000 useg,
eletromultiplicadora a 1500 V, corrente do filamento de 10 pAmps, vicuo interno de 8 pTorr,
interface 300 °C, ion trap 150 °C, manifold 45 °C; coluna 100% polidimetilsiloxano, crosslink
30 m x 0,25 mm. O gés de arraste utilizado foi H, com fluxo de 1,5 mL/min. As temperaturas do
injetor e da fonte de fons foram de 300 °C. As injecdes foram realizadas no modo “splitless”
(1/100) a 300 °C. A identificacdo das substancias baseou-se na comparagado eletronica do padrao
de fragmentacdo nos espectros de massas com aqueles da biblioteca do banco de dados NIST
(2005).

Os pontos de fusd@o ndo corrigidos foram determinados em aparelho Mettler FP80 SNR
H22439. As andlises por espectroscopia de absor¢do na regido do Infravermelho (IV) foram

realizadas em espectrometro Perkin Elmer — Spectrum One (ATR).
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As andlises por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram
realizadas em espectrometro Bruker DPX-200 e DRX-400 linha ADVANCE. Os deslocamentos
quimicos foram registrados em unidade ¢ e as constantes de acoplamento (/) em Hz.
Tetrametilsilano (TMS) foi empregado como padrdo de referéncia interna, tendo CDCI3 como

solvente.

1.2. Procedimentos cromatograficos

Na cromatografia em camada delgada (CCD) foram empregadas placas de vidro recobertas
por silica-gel 60 G Merck, 0,25 mm de espessura, ativada a 100 °C. Na cromatografia em coluna
(CC) foram empregadas colunas de vidro de diversos diametros e eluidas normalmente sob
pressdo atmosférica. A propor¢do utilizada entre amostra e fase estaciondria foi
aproximadamente 1:30. As fases estaciondrias utilizadas foram silica gel 60 Merck (70-230
Mesh), Sephadex LH-20 e florisil.

Na cromatografia por exclusdao em gel, Sephadex LH-20 foi mantido em contato com o
solvente a ser utilizado como fase movel por 24 h e, em seguida, empacotado em coluna de vidro
até a total sedimentacdo do suporte. Os extratos foram dissolvidos em quantidades suficientes da
fase movel e, entdo, aplicadas suavemente no topo da coluna até a absorcao completa no suporte,
seguida por eluicdo no solvente apropriado“.

Os reveladores cromatograficos foram irradiagdo no Ultravioleta (luz UV; A = 254 e 366
nm), vapores de iodo e solucdo vanilina/dcido perclérico. Este ultimo revelador foi preparado
pela mistura de partes iguais de uma solucdo constituida por 1,0 g de vanilina em 100 mL de
etanol com outra solu¢do constituida por 3 mL de dcido perclérico (70%) em 97 mL de dgua. A

cromatoplaca foi borrifada pela solugdo e aquecida em estufa por 10 min a 100 °C.
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1.3. Testes microbiologicos

Os bioensaios foram realizados empregando-se bactérias gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 29213 e Bacillus cereus ATCC 11779) e gram-negativas (Citobacter freundi

ATCC 25723), seguindo o protocolo citado por Takahashi, J. A., et al®

1.4. Testes parasitologicos

Os bioensaios foram realizados empregando-se cepa Y de Trypanosoma cruzi a partir de
um inéculo de 2,0 a 2,5 x 10° tripomastigotas/mL, a temperaturas entre 4 e 8 °C, com tempo de

contato de 24 h.
2. Metodologia fitoquimica
2.1. Material vegetal

A amostra de Lychnophora pinaster Mart. foi coletada no Condominio Retiro das Pedras,
Serra da Moeda (Municipio de Nova Lima, MG — Brasil) em abril de 2007. A identifica¢do
botanica do material vegetal foi feita por comparacdo com exsicata depositada no Herbario do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o cédigo

BHCB:24322.

2.2. Obtencao dos extratos

N

As partes aéreas foram submetidas a secagem em estufa por aproximadamente uma
semana, a temperatura média de 60 °C. Durante este processo, o material vegetal foi separado em

folhas, caule e flores e pulverizado em moinho de esferas, obtendo-se as massas indicadas no
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Esquema II.1, que mostra também a sequéncia da obtengdo dos extratos das diferentes partes da
planta.

As folhas pulverizadas (5698,0 g) foram colocadas em um erlenmeyer de 5 L e
adicionou-se etanol (EtOH) até submergir todo o material pulverizado. A extracdo foi realizada a
temperatura ambiente (18 a 24 °C) por 7 dias. A mistura foi filtrada em funil de placa de vidro
sinterizado. Posteriormente, a solucdo etandlica das folhas foi concentrada, empregando-se
evaporador rotativo a temperatura de aproximadamente 60 °C e obtendo-se, apds evaporacao do
solvente, o extrato etandlico das folhas (EFO; 625,16 g).

O caule pulverizado (4604,0 g) foi submetido a extracio em EtOH por 7 dias a
temperatura ambiente, obtendo-se, apds evaporacdo do solvente, extrato etandlico do caule
(ECA; 144,37 g).

Uma parte das flores pulverizadas (2000,0 g) foi submetida a extragdo em hexano por 7
dias a temperatura ambiente, obtendo-se, apds a evaporacdo do solvente, o extrato hexanico das
flores (HFL; 30,3 g). A outra parte das flores pulverizadas (710,0 g) foi submetida a extracdo em
EtOH por 7 dias a temperatura ambiente, obtendo-se, apds a evaporagdo do solvente, o extrato

etandlico das flores (EFL; 79,48 g), sendo obtidos, portanto, dois extratos brutos para as flores.

22



Material vegetal

Triagem do material
Secagem e pulverizacio

Folhas Flores Caule
(5698.,0 g) (2710,0 g) (4604,0 2)

Extragdo a frio Extragdo a frio

com Etanol com Etanol
EFO (625,16 g) Flores Flores ECA (144,37 g)

(2000,0 g) (710,0 g)
Extragdo a frio Extracdo a frio
com Hexano com Etanol
HFL (30,3 g) EFL (79,48 g)

Esquema II.1. Preparacdo dos extratos organicos de L. pinaster.

2.3. Fracionamento do extrato etanolico das folhas (EFO)

EFO foi submetido a fracionamento por CC de silica gel, sendo coletadas 108 fracdes de
250 mL eluidas em hexano, diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOE?t), etanol (EtOH) e
metanol (MeOH), em polaridade crescente. Apds andlise comparativa por CCD de silica gel, as

fracdes foram reunidas em grupos, conforme Tabela II.1.

23



Tabela I1.1. FracGes e grupos de fracdes resultantes do fracionamento cromatogréfico de EFO

Fracao | Eluente | Grupo Massa Fracao Eluente Grupo Massa
la3 Hexano FOG1 94,92¢ 59 AcOEt FOG24 0,26 g
4a9 FOG2 9,01 g 60 e 61 FOG25 7,84 ¢

10 FOG3 733 g 62 FOG26 7,17 g
11e12 FOG4 129 ¢ 63 e 64 FOG27 429 ¢
13e 14 FOG5 259 ¢ 65 e 66 FOG28 035¢g
15a19 FOG6 6,09 g 67 e 68 FOG29 289 ¢

20 FOG7 0,92 ¢ 69 a76 FOG30 1321 g

21 FOG8 072 ¢ 77 a8l FOG31 248 ¢
22e23 FOG9 2,96 g 82e 83 EtOH FOG32 29,76 g

24 FOG10 127 ¢ 84 a 88 FOG33 1535¢g
25e26 FOGI11 1,39 g 89 FOG34 1,17 g

27 FOG12 485¢g 90a92 FOG35 1,73 g

28 e 29 FOG13 0,62 ¢ 93¢ 94 FOG36 2,06 g

30e31 FOG14 1,61 ¢ 9596 FOG37 4,62 ¢

32 FOG15 1,51 g 97 FOG38 440¢g

33e34 FOG16 19,64 ¢ 98 a 101 FOG39 1,20 g

35a39 FOG17 10,03 g 102 e 103 MeOH FOG40 1,17 g

40 a 44 FOGI18 1,00 g 104 FOG41 17,81 g

45 FOG19 031g 105 FOG42 255¢g

46 a 48 FOG20 725¢ 106 FOG43 0,73 g

49a51 FOG21 1,36 g 107 FOG44 0,39 ¢

52e53 DCM FOG22 871 g 108 FOG45 544 ¢

54 a58 FOG23 235¢g

O grupo FOG1 foi submetido a fracionamento por CC de silica gel, sendo coletadas 160

fracdes de 250 mL eluidas em hexano, DCM, AcOEt, EtOH e MeOH, em polaridade crescente.

Ap6s andlise comparativa por CCD, as fra¢des foram reunidas em grupos, conforme Tabela 11.2.
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Tabela I1.2. FragcGes e grupos de fracdes resultantes do fracionamento cromatografico de FOG1

Fracao Eluente Grupo Massa Fracao Eluente Grupo Massa

1 Hexano FOGI1-R1 5,14 ¢ 41 a 65 Hexano:DCM FOGI1-R11 16,89 ¢

2 FOGI-R2 | 7.79¢ 66278 (4:1) FOGI-R12 a FOG1-R24

3 FOGI-R3 3,65¢g

4a8 FOG1-R4 79 a96 Hexano:DCM FOG1-R25 a FOG1-R42
4,62 ¢ @:1)

9 FOGI-R5 1,19 g 97 a 121 DCM FOG1-R43 a FOG1-R67

10a32 FOG1-R6 122 a 133 DCM:AcOEt FOG1-R68 a FOG1-R79
7598 “:1)

33 Hexa(rzl‘(.)il))CM FOGI-R7 0.04 ¢ 134 a 145 DCl\(/I;ﬁ;OEt FOGI1-R80 a FOG1-R91

34 FOGI-R8 0,15¢g 146 a 155 AcOEt FOGI1-R92 a FOG1-R101

35 FOGI-R9 0,79 g 156 a 159 EtOH FOGI1-R102 a FOG1-R105
36a40 FOGI1-R10 1194 ¢ 160 MeOH FOG1-R106 0,01 g
Grupo Massa Grupo Massa Grupo Massa Grupo Massa Grupo Massa
FOGI-R12 | 035¢ FOGI-R31 | 0,24 ¢ FOGI-R50 | 0,54 g FOGI-R69 | 0,16 g FOGI1-R88 0,04 g
FOGI1-R13 | 0,30 ¢ FOGI1-R32 | 032¢g FOG1-R51 | 0,64 g FOG1-R70 | 0,15 ¢ FOG1-R89 0,06 g
FOGI-R14 | 031 g FOGI-R33 | 0,29 ¢ FOGI-R52 | 0,52 ¢ FOGI-R71 | 3,14 ¢ FOGI1-R90 0,07 g
FOGI-R15 | 0,22 ¢ FOGI-R34 | 0,27 g FOGI1-R53 | 0,62 ¢ FOG1-R72 | 1,56 ¢ FOGI-R91 0,09 g
FOGI1-R16 | 0,30 g FOGI1-R35 [ 025¢g FOG1-R54 | 0,71 ¢g FOGI1-R73 | 061 g FOG1-R92 0,08 g
FOGI-R17 | 025¢ FOGI-R36 | 0,22 ¢ FOGI-R55 | 041 ¢g FOGI-R74 | 0,29 ¢ FOGI-R93 0,05 ¢g
FOGI-R18 | 0,47 g FOGI-R37 | 0,19 ¢ FOG1-R56 | 041 ¢ FOGI1-R75 | 0,13 g FOGI1-R9%4 0,58 g
FOGI-R19 | 041 g FOGI-R38 | 0,29 ¢ FOGI-R57 | 0,27 g FOGI-R76 | 0,14 g FOGI-R95 0,77 g
FOGI1-R20 | 040 ¢ FOGI1-R39 | 0,19¢ FOG1-R58 | 0,26 ¢ FOG1-R77 | 0,20 g FOG1-R96 04l g
FOGI-R21 | 0,38 ¢ FOGI-R40 | 0,23 g FOGI-R59 | 0,22 ¢ FOGI-R78 | 0,35¢g FOGI1-R97 0,84 g
FOG1-R22 | 0,30 ¢ FOGI1-R41 | 0,26 ¢ FOG1-R60 | 0,22 ¢ FOGI1-R79 | 0,22 ¢ FOG1-R98 0,06 g
FOGI-R23 | 0,34 ¢ FOGI-R42 | 0,37 ¢ FOGI-R61 | 0,33 g FOGI-R80 | 0,27 g FOGI-R99 0,02 ¢g
FOGI-R24 | 0,52 g FOGI-R43 | 0,18 g FOG1-R62 | 0,20 g FOGI1-R81 | 0,23 g FOGI-R100 | 0,01 g
FOGI-R25 | 0,39 ¢ FOGI-R44 | 0,24 ¢ FOGI-R63 | 0,22 ¢ FOGI-R82 | 0,72 g FOGI-R101 | 0,04 g
FOG1-R26 | 045¢ FOGI-R45 | 1,75 ¢ FOGI1-R64 | 0,18 g FOG1-R83 | 0,76 g FOGI-R102 | 0,01 g
FOGI-R27 | 035¢ FOGI-R46 | 2,28 g FOGI-R65 | 0,19 ¢ FOGI-R84 | 0,37 ¢g FOGI-R103 | 0,01 g
FOGI-R28 | 0,27 g FOGI-R47 | 1,90 g FOG1-R66 | 0,14 ¢ FOGI1-R85 | 0,28 g FOGI-R104 | 098 g
FOGI-R29 | 0,25 ¢ FOGI-R48 | 145¢g FOGI1-R67 | 0,14 g FOG1-R86 | 0,24 ¢ FOG1-R105 | 0,86 g
FOGI-R30 | 0,23 ¢ FOGI-R49 | 0,31 ¢g FOGI-R68 | 0,19 ¢ FOGI-R87 | 0,13 g

O grupo FOG1-R1 apresentou-se como um sé6lido branco foi identificado como sendo:

Hidrocarbonetos Cy4 € Ci: CG tr = 14,175 € 15,858 min; RMN de *C (400 MHz; CDCl3) &

31,9,29,7,29,4,25,2,22,7, 16,8 e 14,1.
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O grupo FOGI1-R4 apresentou-se como um 6leo amarelo (4,62 g). Mistura complexa
contendo 3-O-acetil-lupeol (22) e 3-O-acetil-pseudotaraxasterol (23). CG tg = 5,529, 7,155,
7,400, 9,374, 11,344, 13,214, 14,095, 14,986, 15,800, 16,667, 18,728, 19,464, 19,961 3 20,817;
IV (cm™ ) Vv 2921,7, 2851,8, 1733,2, 14634, 1378,9, 1243,7, 1173,9, 1009,1 ¢ 979,7. Os dados

de RMN de "*C (100 MHz; CDCl3) encontram-se na Tabela IIL1 (p. 46).

O grupo FOGI1-R5 foi submetido a recristalizacio em MeOH, fornecendo um sélido
branco (1,19 g). 3-O-Acetil-a-amirina (24): IV (cm™) vV 2923,6, 1733,5, 1449,0, 1387,0, 1378,2,
1365,8, 1243,1, 1022,8, 1003,2, 984,8 € 968,2; CG/EM tr= 43,11 min, m/z 468 [M'], 454, 368,

270, 249, 218 (pico base), 203, 189, 175, 147, 135, 95, 69 e 55.

O grupo FOGI1-R6 foi submetido a CC de silica gel, sendo coletadas 178 fracdes de 50 mL
eluidas em hexano e DCM, em polaridade crescente. Apds andlise comparativa por CCD de

silica gel, as fracdes foram reunidas em grupos, conforme Tabela I1.3, pg.27.
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Tabela IL.3. Fracoes e grupos de fra¢des resultantes do fracionamento cromatografico de FOG1-R6

Fracao Eluente Grupo Massa
lal9 Hexano FOG1-R6-G1 0,012 g
20a24 Hexano:DCM (9:1) FOG1-R6-G2 0,540 g
25a28 FOG1-R6-G3 0,789 g
29a32 FOG1-R6-G4 1,241 ¢
33a35 FOGI1-R6-G5 1,457 g
36 a60 FOG1-R6-G6 1,751 ¢
61a70 Hexano:DCM (4:1) FOG1-R6-G7 0,987 g
71 a 80 FOGI1-R6-G8 0,879 ¢
81a103 Hexano:DCM (3:1) FOG1-R6-G9 0,458 g
104 FOG1-R6-G10 0,024 ¢
105a 123 FOG1-R6-G11 0,487 g
124 FOGI1-R6-G12 0,098 g
125 a 157 Hexano:DCM (7:3) FOG1-R6-G13 0,687 g
158 a172 Hexano:DCM (1:1) FOG1-R6-G14 0,789 ¢
173 a 178 DCM FOGI1-R6-G15 0,879 g

O grupo FOG1-R6-G6 foi submetido a recristalizacio em MeOH, fornecendo um sélido
cristalino branco (1,751 g). 3-O-Acetil-a-amirina (24): p.f.: 171,9 a 176,2 °C; IV (cm'l) v 2916,
2848,7, 1732,4, 1455,1, 1386,5, 1378,3, 1365,5, 12429, 1022,7, 1002,7, 985,0 e 968,1. Os dados

de RMN de "°C sdo apresentados na Tabela IIL.2 (pag. 69).

O grupo FOG1-R10 foi submetido a CC de silica gel, sendo coletadas 173 fracdes de 50
mL eluidas em hexano, DCM e AcOEt, em gradiente crescente de polaridade. Apds andlise

comparativa por CCD de silica gel, as fragdes foram reunidas em grupos, conforme Tabela I1.4.
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Tabela I1.4. Fracoes e grupos de fra¢des resultantes do fracionamento cromatografico de FOG1-R10

Fracao Eluente Grupo Massa
lal4 Hexano FOG1-R10-G1 0,126 g
15a25 Hexano:DCM (95:5) FOG1-R10-G2 0,068 g
26 a 33 Hexano:DCM (4:1) FOG1-R10-G3 0,348 g
34 a 46 FOG1-R10-G4 1,135 g
47 a5l FOG1-R10-G5 0,625 ¢
52 a59 FOG1-R10-G6 1,245 g
60 a 100 FOG1-R10-G7 0,264 ¢
101 a 105 Hexano:DCM (1:1) FOG1-R10-G8 0,237 g
106 e 107 FOGI1-R10-G9 0,247 g
108 a 113 FOG1-R10-G10 0,262 ¢
114 a 152 FOGI1-R10-G11 0,094 g
153 a 157 DCM FOG1-R10-G12 0,075 g
158 e 159 FOG1-R10-G13 0,061 g
160 e 161 FOG1-R10-G14 0,054 ¢
162 a 164 DCM:ACcOEt (4:1) FOG1-R10-G15 0,048 g
165 a 168 FOG1-R10-G16 0,055 g
169 a 173 FOG1-R10-G17 0,380 g

O grupo FOG1-R10-G4 foi submetido a recristalizagdo em MeOH, fornecendo um sélido
branco (1,135g). 3-O-Alquil-a~amirina (25): p.f.: 77,0 a 78,2 °C; IV (cm™) V 3276, 2926, 2848,
1472, 1462, 1378, 1036, 995, 730 e 719; CG tr = 12,926, 13,870, 14,842, 15,683, 16,601,
17,499, 18,624, 19,837, 20,606 e 21,202 min. Os dados de RMN de B¢ sdo apresentados na

Tabela I11.2 (pag. 69).

O grupo FOGI1-R11 foi submetido a recristalizacdo em MeOH, fornecendo um sélido
branco (16,89 g). Mistura de lupeol (13) e a~amirina (14) e 4,4-dimetil-cholesta-22-24-dien-5-ol
(26): IV (cm™") V3278, 2946, 2918, 2852, 1738, 1464, 1387, 1378, 1359, 1189, 1096, 1036, 992
e 882; CG/EM tr= 44,528 min (m/z 282 [M"]), 47,790 min (m/z 366 [M*]), 54,942 min (m/z 412
[M™]) e 57,195 min (m/z 426 [M']). Os dados de RMN de *C (100 MHz; CDCl3) encontram-se

na Tabela IIL.2 (pag. 69).

28



2.4. Fracionamento do extrato etanolico do caule (ECA)

O extrato etandlico do caule (ECA) foi submetido a fracionamento por CC de silica gel,
sendo coletadas 106 fracdes de 250 mL eluidas em hexano, DCM, AcOEt, EtOH e MeOH, em
gradiente crescente de polaridade. Apds andlise comparativa por CCD de silica gel, as fragoes

foram reunidas em grupos, conforme Tabela IL.5.

Tabela IL.5. Fracoes e grupos de fragdes resultantes do fracionamento cromatografico de ECA

Fracao Eluente Grupo | Massa(g) Fracao Eluente Grupo | Massa(g)
1 Hexano:DCM | CAG1 65 € 66 AcOEt CAG22 | 24,6713
2 ©:1) CAG2 | 23,2505 67 CAG23 | 20,4238
3 CAG3 68 CAG24 | 23,5351
4 CAG4 69 CAG25 | 38,6300
5 CAGS5 70 a 74 CAG26 | 46,0548
6a8 CAG6 | 15,9568 75 AcOEtEtOH | CAG27 | 41,0802
9al3 CAG7 | 23,4707 76 4:1) CAG28 | 34,9980
14 a 18 | Hexano:DCM | CAGS 77 a 82 CAG29 | 51,6388
18 223 (7:3) CAGY | 24,0060 83 CAG30 | 23,0489
24229 CAGI10 | 24,1072 84 CAG31 | 27,0037
30 e 31 | Hexano:DCM | CAG11 | 23,5979 85 AcOEtEtOH | CAG32 | 27,3198
32e33 (I:1) CAGI12 | 24,1646 86 a 90 (G:1) CAG33 | 33,1140
34239 CAGI13 | 22,9731 91 EtOH CAG34 | 16,2791
40 a 43 CAG14 | 19,9750
92294 MeOH CAG35 | 24,7455
44 CAGI15 | 20,6674 95 CAG36 | 23,9413
45 a 48 CAG16 | 23,4330 96 CAG37 | 25,0940
49 a 55 DCM CAG17 | 23,4982 97299 CAG38 | 44,9209
56 a 60 CAGI8 | 22,8186 100 a 106 CAG39 | 33,2938
61 AcOEt CAG19 | 21,6370
62 CAG20 | 43,9557
63 e 64 CAG21 | 25,7580
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O Grupo CAGS (126,0 mg) foi recristalizado em acetona e submetido a CC de alumina. A
primeira fragdo recolhida (CAG5-R1) apresentou-se como sélido branco (51,4 mg). 3/
OAc,A baurenila (27): p.f.: 267,2 - 2754 °C; IV (cm™) V" 2960, 2848, 1736, 1473, 1461, 1376,
1217, 736 ¢ 718; RMN de 'H (400 MHz; CDCls) dy 5,46 (t, J = 4,0 Hz, H-7), 4,56 (dd, J = 10,5
e 5,0 Hz, H-3) e 2,10 (s, CH3). Os dados de RMN de B sdo apresentados na Tabela IV.1 (pag.

76).

A segunda fracdo recolhida (CAGS5-R2-G2) foi submetida a CC de alumina eluida em
hexano:DCM (7:3), obtendo-se um sdlido branco (34,9 mg). Friedelina (16): p.f.: 247,8-249,0
°C; IV (cm™) v 2954, 2930, 2848, 1736, 1472, 1462, 1378, 1171, 730 e 719. Os dados de RMN

de "C sdo apresentados na Tabela IV.2 (pag. 80).

O grupo CAGS apresentou-se como sélido branco, foi lavado com éter de petrdleo e
recristalizado em EtOH. Lupeol (13) e a~amirina (14): p.f.: 234,8 — 238,0 °C. Os dados de RMN

de °C sdo apresentados na Tabela II1.2 (pag. 69).

O grupo CAGI1 foi submetido a coluna filtrante para remocao de clorofila, empregando
carvao ativo e MeOH. O sdlido branco foi submetido a fracionamento por CC de silica gel eluida
com hexano, DCM e AcOEt, em gradiente crescente de polaridade. As fracdes eluidas em DCM
foram reunidas e submetidas a recristalizacdo em MeOH, fornecendo um sélido cristalino
branco. Estigmasterol (28) e S-sitosterol (29). p.f.: 164,8 — 168,0 °C; CG/EM tgr= 6,487 min (m/z

412 [M™]). Os dados de RMN de B¢ sdo apresentados na Tabela IV.3 (pag. 88).

Os materiais dos demais grupos oriundos do fracionamento cromatografico do extrato do

caule encontram-se em estudos fitoquimicos.
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2.5. Fracionamento do extrato etanolico das flores (EEFL)

EEFL foi submetido a CC de silica gel, sendo coletadas 234 fracdes de 250 mL eluidas

em hexano, DCM, AcOEt, EtOH, MeOH e dgua, em gradiente crescente de polaridade. Apds

andlise comparativa por CCD de silica gel, as fragdes foram reunidas em grupos, conforme

Tabela I1.6.

Tabela IL.6. Fracdes e grupos de fragdes resultantes do fracionamento cromatografico de EFL

Fracao Eluente Grupo Massa
la7 EEFLG1
Hexano
8al7 EEFLG2
18¢e 19
20a22 EEFLG3
23e24 Hexano:DCM (1:1) EEFLG4 1,7610 g
25a36 EEFLGS5 7,2311 g
37a42 EEFLG6 1,1819 g
43 a 66 DCM
67 a 69
DCM:AcOEt (9:1)
70 a 90 EEFLG7 1,7659 g
91alls DCM:AcOEt (3:2) EEFLGS
116 a 134 DCM:ACcOEt (1:3) EEFLG9
135a163 AcOEt EEFLG10
164 a 209 EtOH EEFLGI11
210 a 224 MeOH EEFLG12
225a229 EEFLG13
2302232 MeOH:é4gua (10:1) EEFLG14 Contaminado por fungo
233 e234 EEFLGIS5

O grupo EEFLGS apresentou coloragdo verde musgo, indicando a presenca de clorofila.

O material foi dissolvido em MeOH, adicionado carvdo ativo e, em seguida, aquecido e filtrado

em CC de silica gel. O sélido obtido apds evaporacio do solvente foi submetido a CC de silica
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gel, sendo obtidas 58 fracoes de 200 mL eluidas em hexano e DCM, em gradiente crescente de
polaridade. Apds andlise comparativa por CCD de silica gel, as fracdes foram reunidas em

grupos, conforme Tabela I1.7.

Tabela II.7. Fracdes e grupos de fracdes resultantes do fracionamento cromatografico de

EEFLGS5
Fracao Eluente Grupo Massa (g)
1 Hexano EEFLG5-R1
2e3 EEFLG5-R2
Hexano:DCM (7:3)
EEFLG5-R3
4a52 EEFLG5-R4
EEFLG5-R5
Hexano:DCM (1:1)
EEFLGS5-R6 1,165
EEFLG5-R7
53 a 57 Hexano:DCM (1:3) EEFLG5-R8
58 DCM EEFLG5-R9

O grupo EEFLGS5-R6 foi submetido a recristalizacio com MeOH fornecendo um sélido
branco (1,165 g). Estigmasterol (28) e f-sitosterol (29): p.f.: 171,9 a 176,7 °C; IV (cm'1)7
3428, 3320, 2950, 2864, 1660, 1640, 1459, 1381, 1367, 1060, 1052, 1023, 970, 958 e 800;
CG/EM tg= 33,584 min, m/z 412, 394, 255, 133, 69, 55 ¢ 41; Os dados de RMN de "°C sdo

apresentados na Tabela IV.3 (pag. 88).
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2.6. Fracionamento do extrato hexanico das flores (EHFL)

EHFL foi submetido a fracionamento em CC de silica gel, sendo coletadas 51 fracdes de
50 mL eluidas em hexano, DCM, AcOEt, EtOH e MeOH, em gradiente crescente de polaridade.
Ap6s andlise comparativa por CCD de silica gel, as fracdes foram reunidas em grupos, conforme

Tabela I1.8.

Tabela IL.8. Fracoes e grupos de fracdes resultantes do fracionamento cromatografico de EHFL

ELUENTE GRUPO MASSA (g)
Hexano EHFLH 1,06
DCM EHFLD 12,84
AcOEt EHFLA 12,46
EtOH EHFLE 3,95
MeOH EHFLM Contaminado por fungo

O grupo EHFLD apresentou-se como material viscoso e amarelo e foi submetido a CC de
silica gel, sendo coletadas 31 fracdes de 50 mL eluidas em hexano, DCM e AcOEt, em gradiente
crescente de polaridade. Ap6s andlise comparativa por CCD de silica gel, as fracdes foram

reunidas em grupos, conforme Tabela IL.9.

Tabela I1.9. Fra¢oes e grupos de fracdes resultantes do fracionamento cromatogréafico de EHFLD

FRACAO ELUENTE GRUPO MASSA (g)

1-4 Hexano:DCM (1:10) EHFLD,H, 2,860
5 Hexano:DCM (1:10) EHFLD,;H, 1,345

6 Hexano:DCM (1:10) EHFLD;yH; 0,742

7 Hexano:DCM (1:10) EHFLD, H, 0,650

8 Hexano:DCM (1:10) EHFLD,(Hs 0,320
9-16 DCM EHFLD, 0,840
17-23 DCM:AcOEt (8:2) EHFLDgA,1 0,743
24 - 25 DCM:AcOEt (8:2) EHFLDgA,2 0,562
26 — 27 DCM:AcOEt (8:2) EHFLDgA,3 0,822
28 — 31 AcOEt:DCM (8:2) EHFLD,Agl 0,711
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O grupo EHFLD,oH; apresentou-se como material viscoso branco e com um perfil
cromatografico muito complexo, sendo, entdo, submetida a CC de florisil eluida em hexano.
Ap06s andlise comparativa por CCD de silica gel, as fracdes foram reunidas em grupos, conforme
Tabela II1.10. O florisil possui caracteristicas hidrofobicas e por isso foi utilizado como fase

sz 42
estacionaria.

Tabela I1.10. Fragdes e grupos de fragdes resultantes do fracionamento cromatogréafico de EHFLD;oH;

FRA(;AO ELUENTE GRUPO MASSA (g)
1-4 Hexano EHFLH,
5-6 Hexano EHFLH,
7-8 Hexano EHFILH;
9-12 Hexano EHFLH4

Este fracionamento cromatogréfico serd direcionado para a obtenc¢do do 4cido licnoféico,

objeto de estudo do projeto de doutorado, portanto os resultados ndo estdo ainda disponiveis.
3. Metodologia biologica

3.1. Testes antimicrobianos

3.1.1. Testes de difusao em agar

No teste de difusdo em Agalr,43 as bactérias foram individualmente inoculadas em tubos de
ensaio contendo 2 mL do meio infuso de cérebro e coracdo (BHI; 37,0 g/L) e, posteriormente,
incubadas em estufa a 37 °C por 18 h. Uma aliquota de 0,5 mL deste material foi transferida a
um tubo contendo 4,5 mL de solucdo salina estéril constituida por solugdes aquosas de NaCl (9,0
g/L) e MgS04.7H,0 (0,5 g/L). Foram preparadas placas de Petri contendo o meio de cultura

antibidtico n° 1 (27,0 g/L) e 0,4 mL do in6culo bacteriano. Discos contendo 100 ug da amostra
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foram colocados nas placas com o auxilio de uma pinga estéril. Um disco contendo o controle
positivo (disco impregnado com o antibidtico cloranfenicol) ou o controle negativo (disco
impregnado com o solvente utilizado para solubilizar a amostra) foi colocado no centro de cada

placa. Foi feita a leitura dos halos de inibicdo apds 24 h de incubagao.

3.1.2. Testes de concentracao inibitéria minima

No teste de concentracdo inibitdria minima,44 as bactérias foram inoculadas em tubos de
ensaio, contendo o meio BHI (2,0 mL) e, posteriormente, incubadas em estufa a 37 °C, durante
18 h. Apés este periodo, 0,5 mL desta suspensdo bacteriana foi transferida para um tubo
contendo 4,5 mL de solucao salina estéril, obtendo-se uma suspensiao compativel com a escala 5
de McFarland (indéculo). Para cada amostra a ser testada, foram usados 10 tubos de ensaio,
contendo 1,8 mL do meio de cultura BHI no tubo 1 e 1,0 mL nos demais tubos (tubos 2-10). 200
uL da solucdo teste (contendo 1,000 mg de cada amostra dissolvidos em 200 uL de DMSO)
foram colocados no tubo 1. Sequencialmente, transferiu-se 1 mL do tubo 1 para o tubo 2, depois
I mL do tubo 2 para o tubo 3 e assim sucessivamente. Desprezou-se 1 mL do tubo 10.
Adicionaram-se 100 pL do in6culo em cada tubo de ensaio. Os tubos foram incubados em estufa
a 35 °C por 18 h e a leitura foi realizada. Observou-se a partir de qual tubo a mistura tornara-se
turva. A concentra¢do inibitéria minima (CIM) foi atribuida aquela concentragdo do tubo com a
menor diluicdo e que ndo apresentou turbidez sendo, portanto, a menor concentragdo que inibe o

crescimento da bactéria teste.
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3.2. Testes parasitologicos

Os testes de atividade tripanossomicida foram realizados no Laboratdrio de Parasitologia
Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ, sob a orientagdo do Dr.
Alvaro José Romanha. Para os ensaios biolégicos foram utilizados camundongos contaminados
com a cepa Y de Trypanosoma cruzi para fornecer os tripomastigotas sanguineos. As amostras
(1,000mg) para o teste foram dissolvidas em DMSO (0,2 mL) e misturadas com o sangue
contaminado (0,2 mL). Apds 24 horas de tempo de contato, um indculo de 2 — 2,5 X 10°
tripomastigotas/mL e uma incubacdo entre 4 e 8 °C, as suspensdes foram examinadas

microscopicamente.
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CAPITULO III:
ESTUDO FITOQUIMICO DAS FOLHAS

- Resultados e Discussao



1. ANALISE ESTRUTURAL DE FOG1-R1

A amostra do grupo FOG1-R1 apresentou-se como um sélido branco que foi submetido a
andlise por CG. A Figura IIl.1 apresenta o cromatograma de CG de FOG1-R1, indicando uma
mistura contendo duas substincias majoritdrias. Os dois picos em maiores propor¢des relativas
sdo registrados em tg = 14,175 e 15,858 min. A comparacdo do cromatograma de FOG1-R1 com
cromatograma de padrdes de hidrocarbonetos indicou que esses picos correspondem a

hidrocarbonetos de Ci4 € Cye.
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Figura III.1. Cromatograma de CG de FOGI1-R1.
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A Figura IIL2 apresenta o espectro de RMN de "°C de FOG1-R1. Os principais sinais de

carbono sdo caracteristicos de hidrocarbonetos alifaticos (J&c 35,0 a 14,0), estando de acordo com

as andlises por CG.
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Figura II1.2. Espectro de RMN de 3C de FOG1-R1 (400 MHz; CDCl3).
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2. ANALISE ESTRUTURAL DE FOG1-R4

A amostra do grupo FOG1-R4 apresentou-se como um sélido ligeiramente amarelado que
foi submetido a andlise por CG. A Figura III.3 apresenta o cromatograma de CG de FOG1-R4,
indicando uma mistura complexa contendo duas substancias majoritdrias. Os dois picos em

maiores proporcoes relativas sdo registrados em tg = 5,529 e 20,817 min.
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Figura II1.3. Cromatograma de CG de FOG1-R4.

A Figura III.4 apresenta o espectro de absor¢do na regido do IV de FOGI1-R4. As
absor¢des em 2921,7 e 2851,8 cm’’ sdo caracteristicas de estiramentos C—H de grupos alifaticos.
A absor¢do em 1733,2 cm™ é caracteristica de estiramento C=0 de grupos ésteres carboxilicos.

As absor¢des em 1463,4 ¢ 1378,9 cm™ sdo atribuidas a deformacdes angulares de grupos metilas
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e metilenos. As absor¢des em 12437 e 11739 cm’! podem ser atribuidas a estiramentos C-O

assimétrico e simétrico de grupos ésteres carboxilicos.

%Transmittance

1463.36

1733.22

60+

55’
e —
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Wavenumbers (cm-1)

Figura II1.4. Espectro de absorcao na regido do Infravermelho de FOG1-R4.

A Figura IIL5 apresenta o espectro de RMN de 'H de FOG1-R4. Os sinais nas regides
entre o4 5,36 (m) e 5,12 (t) e oy 4,69 (d) e 4,45 (m) podem ser atribuidos a hidrogénios
alquenilicos. O sinal quarteto registrado em oy 4,12 (dd, J=7,2 Hz) pode ser atribuido a
hidrogénio ligado a carbono sp3 oxigenado e adjacente a um grupo metila, caracteristico de
grupos acetila. Os sinais registrados entre dy 2,50 e 0,80 sdo caracteristicos de atomos de

hidrogénio de grupos aliféticos.
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Figura IILS. Espectro de RMN de 'H de FOG1-R4 (400 MHz; CDCly).

As Figuras I11.6 e II1.7 apresentam o espectro de RMN de Bce subespectro DEPT 135° de

FOG1-R4, que foram analisados comparativamente. Os sinais em & 174,11, 174,10 e 171,06

podem ser atribuidos a d4tomos de carbono de grupos ésteres. Os sinais em ¢ 151,2 e 109,6 sdo

sinais que sugerem derivados do lupeol.45 Os sinais em oc 139,8 e 118,9 sdo caracteristicos de

derivados do pseudotauralxalsterol.45 Os sinais registrados em ¢ 81,3 e 80,9 sdo caracteristicos de

carbonos oxigenados em C-3 de ésteres carboxilicos de triterpenos pentaciclicos. O sinal em &

60,4 € caracteristico de carbono adjacente ao carbono oxigenado de grupos etoxila, podendo ser

atribuido a outros derivados de pseudotaraxasterol e lupeol em menor quantidade.
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A Figura IIL.8 apresenta o mapa de contornos HSQC de FOG1-R4. A correlacdo do sinal

de hidrogénio em &y 4,45 (m) com o sinal de carbono em & 80,9 estd de acordo com a proposta

de um grupo acetila substituinte em C-3. Porém, os dados disponiveis ndo permitem indicar em

qual substancia o grupo etoxila é substituinte. Considerando os sinais analisados e a intensidade,

relativamente alta, do sinal atribuido ao carbono do grupo éster carboxilico (& 174,0) pode-se

propor que os componentes majoritarios da mistura sdo 3-O-acetil-lupeol (22) e 3-O-acetil-

pseudotaraxasterol (23).
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Além disso, o espectro de RMN de 'H apresenta um sinal em &y 4,12 (dd, J= 7,2 Hz) que
se encontra correlacionado por HSQC com o sinal de carbono metilénico em & 60,4, indicando

a presenga de um constituinte derivado de 22 e/ou 23 apresentando substituinte em C-3.
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Figura IILY9. Ampliacio de correlagdes do mapa de contornos HSQC de FOG1-R4 (‘H: 400

MHz; '*C: 100 MHz; CDCl5).

A Tabela III.1 mostra a atribuicdo dos dados de RMN de BC de FOG1-R4 baseados na
comparacdo com os dados correspondentes de lupeol e pseudotauraxasterol.45 E importante
ressaltar que um derivado do pseudotaraxasterol foi anteriormente isolado em Lychnophora
markgravii'® e para o éster do pseudotaraxasterol e do lupeol € a primeira vez que é registrado o

isolamento destes na espécie L. pinaster.

45



Tabela IIL1. Atribuicio dos sinais de RMN de "°C de FOG1-R4 e dados da literatura do lupeol e

pseudotaraxasterol45

Carbono FOGI-R4 pseudotaraxasterol FOG1-R4 Lupeol
C-1 38,8 38,8 38,8 38,7
C-2 27,7 27,4 27,7 27,4
C-3 80,9 79,0 80,9 78,9
C-4 38,8 38,9 38,8 38,8
C-5 55,6 55,3 55,6 55,3
C-6 18,3 18,3 18,3 18,3
C-7 34,5 34,3 34,5 342
C-8 41,2 41,1 41,2 40,8
C9 50,6 50,4)\ 50,6 50,4
C-10 37,1 37,1 37,1 37,1
C-11 21,6 21,6 21,2 20,9
C-12 27,7 27,6 25,3 25,1
C-13 38,8 39,2 38,0 38,0
C-14 424 4273 42,4 42,8
C-15 26,9 27,0 27,3 274
C-16 36,6 36,7 35,2 35,5
C-17 34,5 34,4 43,1 43,0
C-18 48,6 48,7 48,3 48,2
C-19 36,6 36,3 47,9 47,9
C-20 139,9 139,8 151,2 150,9
C-21 118,9 1189 29,8 29,8
C-22 424 422 40,3 40,0
C-23 28,3 28,0 28,2 28,0
C-24 15,8 15,4 15,8 154
C-25 16,3 16,3 16,2 16,1
C-26 16,0 16,1 16,0 15,9
C-27 14,8 14,8 14,5 14,5
C-28 17,8 17,7 18,0 18,0
C-29 22,8 22,5 109,6 109,3
C-30 21,7 21,7 19,5 19,3
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3. ANALISE ESTRUTURAL DE FOG1-R5

A amostra do grupo FOG1-R5 apresentou-se como um sélido branco de fusio na faixa de
238 e 240 °C, ndo indicando tratar-se de uma mistura complexa de substancias. A Figura II1.10
mostra o cromatograma de CG de FOG1-RS5 que apresenta dois picos (tg = 41,13 e 43,11 min),

sendo o ultimo em maior propor¢do relativa.
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Figura II1.10. Cromatograma de CG de FOG1-R5.

T'ime——>0

A Figura III.11 apresenta o espectro de massas da substancia representada pelo pico em tg=
43,11 min do cromatograma de CG de FOGI-RS5. A consulta ao banco de dados Wiley sugere

tratar-se do triterpeno pentaciclico a-amirina acetilada (24) (férmula molecular C3,Hs5,0,; massa
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molecular 468,36 uma; p.f.: 238 — 240 °C, (p.f. litertatura: 231 — 233 °C)47,

probabilidade.
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Figura IIL.11. Espectro de Massas da substancia de tempo de retencdo 43,112 min do

cromatograma de FOG1-RS5.

A Figura III.12 apresenta o espectro de absor¢cdo na regiao do IV de FOGI1-RS5. As

absorcdes entre 2900 a 2850 cm™' sdo caracteristicas de estiramentos C-H alifdticos. A absorcdo

intensa em 1733 cm’' ¢ atribuida a estiramento C=0 de ésteres carboxilicos. As absorcdes

intensas em 1449, 1387 e 1378 cm™ sdo devidas a deformacdes angulares de C—H de grupos

metilas e metilenos de cadeias alifticas. As absorcdes em 1243 e 1022 cm™” podem ser

atribuidas respectivamente a estiramentos C—O assimétrico e simétrico. As atribuicdes das

absorc¢des no IV estdo de acordo com a estrutura da a-amirina acetilada.
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Figura II1.12. Espectro de absor¢do na regido do Infravermelho de FOGI1-RS.

4. ANALISE ESTRUTURAL DE FOG1-R6

A amostra do grupo FOGI1-R6 apresentou-se como um sélido amarelo que foi submetido a
andlise por CG. A Figura III.13 apresenta o cromatograma CG de FOG1-R6, indicando tratar-se
de uma mistura. O cromatograma mostra um pico em tg = 10,758 min do componente principal e

trés outros picos correspondentes aos componentes minoritdrios (tg = 10,004 e 11,751 min).
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Figura II1.13. Cromatograma de CG de FOG1-R6.

A Figura III.14 apresenta o espectro de absorcdo na regidao do IV de FOGI1-R6. As
absor¢Oes intensas em 2916,0 e 2848.5 cm’ sdo tipicas de estiramentos C-H alifaticos. A
absor¢do intensa em 1731,3 cm! é atribuida a estiramento C=O caracteristica de ésteres
carboxilicos. As absor¢des em 1461,9 e 1365,8 cm’! podem ser atribuidas a estiramentos C-C e
deformacdes angulares de H-C—H de cadeias alifiticas. As absor¢des em 1243,7 e 1023,9 cm™
sdo atribuidas a estiramentos C—O assimétrico e simétrico, respectivamente. Essas absorcoes
registradas no espectro no IV de FOG1-R6, foram muito similares as registradas no espectro no

IV de FOGI-RS (Fig. 1II.11, pg.48), sugerindo também uma similaridade estrutural entre os
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fitoconstituintes de ambos os grupos de fracdes, i.e. um derivado 3-O-acetila de um triterpeno

pentaciclico.
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Figura II1.14. Espectro de absor¢ado na regido do Infravermelho de FOG1-R6.

5. ANALISE ESTRUTURAL DE FOG1-R6-G6

A amostra do grupo FOG1-R6-G6 foi recristalizado em MeOH apresentando-se como um
s6lido branco, apds essa purificacdo, de fusdo na faixa de 171,9 e 176,2 °C. A Figura III.15
apresenta o espectro de absorcdo na regido do IV de FOG1-R6-G6. As absorc¢des entre 2950 e
2840 cm’' sdo caracteristicas de estiramentos C-H alifiticos. As absor¢des menos intensas

registradas na regido entre 2950 e 2915 cm’ sdo caracteristicas de estiramentos de C sp>. A
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absor¢do intensa em 17324 cm’!' € atribuida a estiramentos C=0 de éster carboxilico. As
absor¢oes em 1455,1, 1386,5 e 1378,4 cm’! sdo devidas a estiramentos C—C e deformacdes
angulares de H-C—H de cadeias alifdticas. As absorcdes em 12429 e 1022,7 cm’! sdo atribuidas

respectivamente a estiramentos O=C-0 assimétrico e simétrico.
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Figura III.15. Espectro de absor¢do na regido do Infravermelho de FOG1-R6-G6.

A Figura II1.16 mostra o espectro de RMN de 'H de FOG1-R6-G6. O sinal multipleto
largo em &y 5,16 € caracteristico de hidrogénio alquenilico, e o sinal dupleto duplo alargado em
ou 4,51 é caracteristico de hidrogénio ligado a carbono carbindlico. O sinal simpleto em & 2,05
pode ser atribuido a hidrogé€nio metilico. Os demais sinais de hidrogénio sdo registrados entre

oul,95 e 0,80, caracteristicos de atomos de hidrogénios alifaticos caracteristicos de triterpenos

pentaciclicos.
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Figura III.16. Espectro de RMN de 'H de FOG1-R6-G6 (400 MHz, CDCl5).
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As Figuras II1.17 e III.18 apresentam o espectro de RMN de BCeo subespectro DEPT
135° de FOG1-R6-G6, que foram analisados comparativamente, propiciando as informacdes que
seguem. O sinal em & 171,04 pode ser atribuido a carbono de um grupo éster carboxilico,
confirmando o proposto pela andlise do espectro de absor¢do na regidao do IV (Fig. 1I1.14). O
sinal em & 139,60 (correspondente a carbono quaterndrio) e o sinal em & 124,31
(correspondente a carbono olefinico) sdo similares aos dados de RMN de BC descritos na
literatura para a a~amirina (13). Portanto, pela andlise dos dados de RMN de FOGI1-R6-G6

podem ser atribuidos a 3-O-acetil- a-amirina (24), baseado na Tabela II1.2 (pag. 69).
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Para confirmar a estrutura da ¢o~amirina, foram realizadas anélises por RMN 2D de FOGI-
R6-G6. A Figura I11.19 apresenta o mapa de contornos HSQC de FOG1-R6-G6. O sinal simpleto
em &y 2,05 correlaciona-se com o sinal de carbono em & 21,3 caracterizando a metila do grupo
acetila. O sinal simpleto em dy 4,51 correlaciona-se com o sinal de carbono em & 81,0,

caracteristico de carbono carbinélico referente ao C-3.
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Figura IIL.19. Mapa de contornos HSQC de FOG1-R6-G6 ('H: 400 MHz; "°C: 100 MHz;

CDCly).

A Figura II1.20 mostra o mapa de contornos 'H-'"H COSY de FOG1-R6-G6. O sinal em &y

2,05 ndao mostra correlacio com nenhum outro sinal de hidrogénio, indicando tratar-se do

hidrogénio metilico do grupo acetila.
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Figura II1.20. Mapa de contornos COSY de FOG1-R6-G6 (400 MHz; CDCls3).

A Figura I11.21 apresenta o mapa de contornos 'H-""C HMBC de FOG1-R6-G6. O sinal de
hidrogénio em dy 2,05 correlaciona-se apenas com o sinal de carbono carbonilico em & 171,4,
correlagdo caracteristica de grupo acetato. Por sua vez, o sinal de hidrogénio em dy 4,51 também
se correlaciona com o sinal de carbono em & 171,4, estabelecendo a posi¢do do grupo éster no

carbono C-3. Portanto, as andlises por RMN indicaram que o grupo FOG1-R6-G6 trata-se do 3-

O-acetil-a-amirina (24).
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Figura II1.21. Mapa de contornos HMBC de FOG1-R6-G6 (‘H: 400 MHz; "*C: 100 MHz;
CDCly).

A literatura registra a identificacdo desta substdncia em algumas espécies de

Lychnophora, como L. reticulata®®, em L. pinaster ainda ndo ha registro da identificagdo deste

fitoconstituinte.
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6. ANALISE ESTRUTURAL DE FOG1-R10-G4

A amostra do grupo FOG1-R10-G4 foi recristalizado em MeOH, obtendo-se um sélido
branco de fusdo na faixa de 77,0 e 78,2 °C, indicando tratar-se um substancia com alto grau de
pureza. A Figura I11.22 apresenta o espectro de absor¢do na regido do IV de FOG1-R10-G4. As
absorcdes entre 2916 e 2848 cm™ sdo tipicas de estiramentos C—H alifdticos. As absor¢des em
1472, 1462 e 1378 cm’ sdo devidas a deformacdes angulares de metilas e metilenos. As
absor¢des préximas a 1036 cm™ podem ser atribuidas a estiramentos O—C—O de éter. A absor¢o
em 719 cm™ é caracteristica de estiramento C—H metilénicos de hidrocarbonetos de cadeia
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Figura II1.22. Espectro de absor¢do na regido do Infravermelho de FOG1-R10-G4.
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As Figuras II1.23 a II1.25 apresentam respectivamente os espectros de RMN de 'H e de
C e o subespectro DEPT 135° de FOG1-R10-G4. O espectro de RMN de 'H de FOG1-R10-G4
mostra um sinal muito intenso em &y 1,25, caracteristico de d4tomos de hidrogénio metilénico de
grupos alquilas de cadeias longas, o que pode ser confirmado pela andlise do espectro na regido
do 1IV. Isto pode ser confirmado pelo sinal também intenso registrado no espectro de RMN de
Bce subespectro DEPT 135° pelo sinal de carbono em & 29,3, que pode ser atribuido a varios
carbonos metilénicos. Considerando a auséncia de sinais na regido de carbonila de éster
carboxilico e a presenca dos sinais em & 139,6 € & 124,4 no espectro de RMN de Bc pode-se
propor que FOG1-R10-G4 trata-se de um derivado O-alquilado da oi-amirina, i.e. 3-O-alquil-o-

amirina (25).
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Figura II1.23. Espectro de RMN de 'H de FOG1-R10-G4 (400 MHz, CDCl3).
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Andlise por CG foi realizada para inferir sobre o grau de pureza da amostra de FOG1-R10-
G4. A Figura II1.26 apresenta o cromatograma de CG de FOGI1-R10-G4. No cromatograma
estdo registrados vdrios picos, em tg = 14,842, 16,601, 18,624 e 20,606 min. Isto pode ser
atribuido a presenca de contaminantes na coluna do CG, uma vez que pela andlise dos dados de

RMN pode-se propor a presenga de apenas um constituinte.
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Figura II1.26. Cromatograma de CG de FOG1-R10-G4.
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7. ANALISE ESTRUTURAL DE FOG1-R11

A amostra do grupo FOG1-R11 apresentou como sélido branco apds recristalizacdo em
MeOH, com fusdo na faixa de 156,8 e 170,3 °C. A Figura II.27 apresenta o espectro de
absorcio na regido do IV de FOG1-R11. A absorcdo larga em 3278 cm’' pode ser atribuida a
estiramentos de grupo hidroxila em ligacdo de hidrogénio. As absor¢des em 2946, 2918 e 2852
cm™ sdo caracteristicas de estiramentos C-H alifdticos. As absorcdes em 1464, 1387 e 1378 cm’™
sdo devidas a estiramentos C—C e deformacdes angulares de H-C—H de cadeias aliféticas. As
absor¢des em 1189 e 1096 cm™ podem ser atribuidas, respectivamente, a estiramentos C—O—H
assimétrico e simétrico. As absor¢des em 1036 e 992 cm™ podem ser atribuidas a deformacdes

fora do plano e no plano de C=C-H de grupos alquenilicos.
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Figura II1.27. Espectro de absor¢do na regido do Infravermelho de FOG1-R11.
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A Figura III.28 apresenta o cromatograma de CG de FOGI-RI11. Vdrios picos sdo

observados no cromatograma, indicando tratar-se de uma mistura complexas. Os picos mais

proeminentes sdo registrados em tg = 44,525, 47,743, 54,933 ¢ 57,188 min.
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Figura II1.28. Cromatograma de CG de FOG1-R11.

63



A Figura II1.29 apresenta o espectro de massas da substancia representada pelo pico em tg
= 54,942 min. do cromatograma de CG de FOG1-R11. A consulta ao banco de dados NIST
(2005) sugeriu tratar-se do esterdide 4,4-dimetil-cholesta-22,24-dien-6-0l (26) (Cy9Hy4s0; M =

412 uma).
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Figura IIL.29. Espectro de massas da substincia de tempo de reten¢do 54,942 min do

cromatograma de CG de FOG1-R11.
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A Figura II1.30 apresenta o espectro de massas da substancia representada pelo pico em tg

= 57,195 min do cromatograma de CG de FOG1-R11. A consulta ao banco de dados NIST

(2005) indicou tratar-se do triterpeno pentaciclico a~amirina (14; C30Hs0O; M = 426 uma).
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Figura IIL.30. Espectro de massas da substincia de tempo de retengdo 57,195 min do

cromatograma de CG de FOG1-R11.
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A Figura II1.31 apresenta o espectro de RMN de 'H de FOG1-R11. Os sinais multipleto
entre oy 5,17 e 5,10 podem ser atribuidos a hidrogénios alquenilicos. Os sinais simpleto em Jy
4,67 e 4,56 podem ser atribuidos também a hidrogénios alquenilicos. O sinal tripleto centrado em
o 3,63 (J = 13,2 Hz) e o multipleto registrado entre dy 3,25 € 3,17 podem ser atribuidos a
atomos de hidrogénio ligados a 4tomos de carbono carbindlico de diferentes estruturas. Os varios
sinais sobrepostos na regido entre dy 2,50 e 0,80 sdo caracteristicos de hidrogénios alifaticos de

triterpenos.
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Figura ITL.31. Espectro de RMN de 'H de FOG1-R11 (400 MHz, CDCls).
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As Figuras 111.32 e III.33 apresentam respectivamente o espectro de RMN de Bce
subespectro DEPT 135 ° de FOG1-R11, que foram analisados comparativamente, propiciando
atribui¢do dos carbonos da molécula. Os sinais em & 150,9 (correspondente a carbono néo
hidrogenado) e 109,3 (correspondente a carbono metilénico) sdo caracteristicos de triterpenos da
série dos lupanos e o sinal em & 79,07 pode ser atribuido ao carbono carbinélico C-3 do lupeol
(13). Por sua vez, os sinais em & 139,60 (correspondente a carbono alquenilico ndo
hidrogenado), & 124,4 (correspondente a dtomos de carbono metinico de grupos alquenilicos) e

em & 79,07 (correspondente a dtomo de carbono carbindlico) sdo caracteristicos da aamirina

(14).5®
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Figura II1.32. Espectro de RMN de BC de FOG1-R11 (100 MHz; CDCly).
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Figura II1.33. Subespectro DEPT-135° de FOG1-R11 (100 MHz; CDCl3).

A Tabela II1.2 mostra a atribui¢io dos dados de RMN de "*C de FOG1-R11 baseados na

~ .. . . 45.48
comparagdo com os dados correspondentes de lupeol e o~amirina descritos na literatura.™

Esses dois triterpenos foram anteriormente descritos na espécie Lychnophora pinaster."
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Tabela IIL2. Atribuicio dos sinais de RMN de °C de FOG1-R11 e dados da literatura dos

triterpenos @-amirina e lupeol®

Carbono FOGI1-R11  oramirina FOGI1-R11 Lupeol
C-1 38,7 38,7 38,7 38,7
C-2 27,2 27,2 27,4 27,4
C-3 78,3 78,3 79,0 78,9
C-4 38,7 38,7 38,8 38,8
C-5 55,2 55,2 55,2 55,3
C-6 18,3 18,3 18,3 18,3
C-7 32,9 32,9 H 34,3 34,2
C-8 40,0 40,0 40,8 40,8
C-9 47,7 47,7 50,4 50,4
C-10 36,9 36,9 37,1 37,110
C-11 23,3 23,3 20,9 20,9
C-12 124.4 1243 25,2 25,1
C-13 139.,6 139,3 38,1 38,0
C-14 42,1 42,0 42,8 42,8
C-15 28,7 28,7 27,4 27,4
C-16 26,6 26,6 35,6 35,5
C-17 33,7 33,7 43,0 43,0
C-18 59,0 58,9 48,3 48,2
C-19 39,6 39,6 48,0 479
C-20 39,6 39,6 150,9 150,9
C-21 31,2 31,2 29,7 29,8
C-22 41,5 41,5 40,0 40,0
C-23 28,1 28,1 28,1 28,0
C-24 15,6 15,6 15,6 15,4
C-25 15,6 15,6 16,1 16,1
C-26 16,9 16,8 15,9 15,9
C-27 23,3 23,3 14,5 14,5
C-28 28,1 28,1 18,0 18,0
C-29 17,4 17,4 109,3 109,3
C-30 21,4 21,3 19,3 19,3
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A Figura I11.34 apresenta as estruturas quimicas dos fitoconstituintes isolados das folhas de
Lychnophora pinaster: 3-O-acetil-lupeol (22), 3-O-acetil-pseudotaraxasterol (23), 3-O-acetil-a-

amirina (24), lupeol (13), a-amirina (14), 3-O-alquil-a-amirina (25), 4,4-dimetil-cholesta-22-24-

dien-5-0l (26).

Figura II1.34. Fitoconstituintes isolados das Folhas de L. pinaster.
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CAPITULO1V:
ESTUDO FITOQUIMICO DO CAULE

-Resultados e Discussao



1. ANALISE ESTRUTURAL DE CAG5-R1

A amostra do grupo CAGS5-R1 apresentou como sélido branco de fusdo na faixa de 267,2 a
275,4 °C. A Figura IV.1 apresenta o espectro de absor¢do na regidao do IV de CAGS5-R1. As
absorgdes em 2950 e 2845 cm™' sdo caracteristicas de estiramentos C-H alifaticos. A absorgio
pouco intensa em 1736 cm™ § atribuida a estiramentos C=0 de ésteres. As absorcdes em 1473,

1461 ¢ 1376 cm™ sdo atribuidas a deformacdes angulares de grupos metilas e metilenos.
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Figura IV.1. Espectro de absor¢do na regido do Infravermelho de CAG5-R1.

No espectro de RMN de '"H de CAG5-R1 (Figura IV.2), o sinal em &y 5,46 foi atribuido a

hidrogénio alquenilico. O sinal dupleto duplo registrado em &y 4,57 (J = 10,9 e 4,5 Hz) é
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atribuido a dtomo de hidrogénio ligado a carbono carbindlico. O sinal em dy 2,10 integrando

para 3 hidrogénios caracteriza uma metila de um grupo acetila.
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Figura IV.2. Espectro de RMN de 'H de CAG5-R1 (400 MHz, CDCl5).

O espectro de RMN de "°C e subespectro DEPT 135° de CAG5-R1 (Figuras IV.3 e IV.4)

foram analisados conjuntamente, fornecendo as informacdes que se seguem. O sinal em & 171,0
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¢ caracteristico de 4tomo de carbono de éster carboxilico. Os sinais em & 145,5 (correspondente
a carbono nao hidrogenado) e 116,3 (correspondente a carbono metinico) foram atribuidos a um
carbono alquenilico. O sinal em & 81,2 foi atribuido a carbono carbindlico. Os demais sinais de

carbono registrados entre & 55,0 e 13,1 sdo caracteristicos de triterpenos.
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Figura IV.3. Espectro de RMN de °C de CAG5-R1 (100 MHz; CDCl3).
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Figura IV 4. Subespectro DEPT-135° de CAG5-R1 (100 MHz; CDCls).

A completa atribuicdo dos dados de RMN de BC de CAG5-R1, baseada na comparagdo
com os dados correspondentes ao acetato de 34-OAc, A7, baurenila (27)45, ¢ apresentada na

Tabela IV.1. Essa substancia ndo foi registrada ainda na espécie Lychnophora pinaster, apesar de

ter sido isolada no género.*
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Tabela IV.1. Atribui¢cdo dos sinais de RMN de BC de CAG5-R1 (400 MHz; CDCLs) e dados da

literatura de acetato de 330Ac, A’, baurenila®’

Literatura Literatura
Carbono 340Ac,A’, CAGS5-R1 Carbono 340Ac,A’, CAGS5-R1
baurenila baurenila

C(=0)OR 171,0 C-18 55,0 54,86
C-1 36,5 36,56 C-19 354 35,38
C-2 242 24,23 C-20 38,0 38,01
C-3 81,1 81,18 C-21 29,2 29,24
C-4 37,8 37,78 C-22 37,8 37,73
C-5 50,0 50,60 C-23 27,5 27,53
C-6 24,0 24,00 C-24 15,8 15,81
C-7 116,2 116,28 C-25 13,0 13,05
C-8 1454 145,49 C-26 23,6 23,69
C-9 48,2 48,12 C-27 22,7 22,68
C-10 35,1 35,11 C-28 32,1 32,08
C-11 16,9 16,85 C-29 25,6 25,66
C-12 32,5 32,44 C-30 22,5 22,55
C-13 37,8 37,78 ¥
C-14 41,3 41,29 ;
C-15 28,9 28,91
C-16 31,5 31,56
C-17 32,1 32,08

76



2. ANALISE ESTRUTURAL DE CAG5-R2-G2

A amostra do grupo CAGS5-R2-G2 apresentou como sélido branco de fusdo na faixa de
257,8 a 259,0 °C (literatura para friedelina (16): 267-269 "C).50 A Figura IV.5 apresenta o
espectro de RMN de 'H de CAG5-R2-G2. Os sinais de hidrogénio sio registrados apenas entre

ou 2,36 € 0,72, caracteristicos de dtomos de hidrogénio de grupos aliféticos.

.2660

pom

Figura IV.5. Espectro de RMN de 'H de CAG5-R2-G2 (400 MHz, CDCl5).
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As Figuras IV.6 e IV.7 apresentam, respectivamente, o espectro de RMN de BC e
subespectro DEPT 135° de CAG5-R2-G2 que foram analisados conjuntamente. O sinal em oc
213,3 é caracteristico de carbono carbonilico de cetonas. Os demais sinais de carbono que sdo

registrados entre & 59,5 e 6,8 sdo caracteristicos de triterpenos.
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Figura IV.6. Espectro de RMN de B¢ de CAG5-R2-G2 (100 MHz; CDCly).
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Figura IV.7. Subespectro DEPT-135° de CAG5-R2-G2 (100 MHz; CDCls).

A Tabela IV.2 mostra a atribuicdo dos dados de RMN de "*C de CAG5-R2-G2 baseados na

comparacdo com os dados correspondentes da friedelina®.

79



Tabela IV.2. Atribuicdo dos sinais de RMN de BC de CAG5-R2-G2 (400 MHz; CDCIl;)
baseados na comparagdo com os dados da literatura da friedelina® (400 MHz, CDCl3, TMS)

Carbono Friedelina CAG5-R2-G2 Carbono Friedelina CAG5-R2-G2

C-1 22,29 22,29 C-18 42,83 42,79
C-2 41,55 41,54 C-19 35,36 35,35
C-3 213,14 213,32 C-20 28,18 28,18
C-4 58,24 58,23 C-21 32,79 32,77
C-5 42,15 42,16 C-22 39,27 39,26
C-6 41,32 41,29 C-23 6,83 6,83
C-7 18,25 18,24 C-24 14,66 14,66
C-8 53,12 53,10 C-25 17,96 17,95
C9 37,47 37,44 C-26 20,26 20,27
C-10 59,51 59,47 C-27 18,67 18,67
C-11 35,65 35,63 C-28 32,11 32,10
C-12 30,52 30,51 C-29 35,03 35,03
C-13 39,72 39,70 C-30 31,79 31,79
C-14 38,32 38,30

C-15 32,44 32,42

C-16 36,03 36,01

C-17 30,01 30,00
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3. ANALISE ESTRUTURAL DE CA-GS8

A amostra do grupo CAGS apresentou como sélido branco de fusdo na faixa de 234,8 a

238,0 °C. As Figuras IV.8, IV.9 e IV.10 apresentam respectivamente os espectros de RMN de 'H
e de °C e o subespectro DEPT 135° de CA-G8. Os sinais de hidrogénio e de carbono nos

espectros de CA-G8 sdo similares aos espectros correspondentes de FOG1-R11, Figuras I11.32

(pag. 67), Figura II1.33 (pag. 68) e Figura II1.20 (pag. 56), respectivamente. Portanto, pode-se

propor que CA-GS8 trata-se da mesma mistura de lupeol e a~amirina

45,48

Figura IV.8. Espectro de RMN de 'H de CAG8 (400 MHz, CDCl5)
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Figura IV.10. Subespectro DEPT-135° de CAGS8 (100 MHz; CDCl;).
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4. ANALISE ESTRUTURAL DE CAG11

A amostra do grupo CAGI11 apresentou-se como sélido branco de fus@o na faixa de 164,8
a 168,0 °C (p.f. da literatura para mistura de estigmasterol e f-sitosterol: 171,9-176,2°C)*. A
Figura IV.11 apresenta o cromatograma de CG de CAG11. O cromatograma de CG de CAGI1

mostra um pico em tg = 6,487 min, sendo muito préximo ao registrado na literatura para o

s 51
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Figura IV.11. Cromatograma de CG de CAG11.
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A Figura IV.12 apresenta o espectro de massas da substancia representada pelo pico em
tr= 6,487 min do cromatograma de CG de CAGI1. A consulta ao banco de dados Wiley indicou
tratar-se do triterpeno estigmasterol (férmula molecular Cy9H430; massa molecular 412 uma;

p.f.: 140 °C)*.

Spectrum 1}‘-’\.
B 487 min, Scan: 425, 25:700, lorn: 2407 us, RIC: 31689, BC
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Figura IV.12. Espectro de Massas da substancia de tempo de retencdo 6,487 min do

cromatograma de CAG11.
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A Figura IV.13 apresenta o espectro de RMN de 'H de CAG11. O sinal multipleto
registrado em ¢y 5,36 e o sinal dupleto registrado em dy 5,03 podem ser atribuidos a dtomos de
hidrogénio de grupos alquenilicos. O sinal multipleto registrado em dy 3,53 pode ser atribuido a
atomo de hidrogénio de carbono carbindlico. Os sinais entre oy 2,29 e 0,68 podem ser atribuidos

a atomos de hidrogénio de grupos alifaticos.
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Figura IV.13. Espectro de RMN de 'H de CA-G11 (400 MHz, CDCl5).
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As Figuras IV.14 e IV.15 apresentam respectivamente o espectro de RMN de BCeo
subespectro DEPT 135° de CA-G11 que foram analisados conjuntamente. O sinal em & 140,76
(correspondente a carbono nao hidrogenado) e 121,73 (correspondente a carbono metinico) sao
caracteristicos dos esterdides estigmasterol (28) e f-sitosterol (29). Porém, os sinais em &
138,32 e 129,27 (ambos correspondentes a carbono metinico) sdo caracteristicos apenas do
estigmasterol. O sinal em & 71,8 (correspondente a carbono metinico) pode ser atribuido ao
carbono carbinélico em C-3 das substincias (28) e (29). Os demais sinais entre & 56,9 ¢ 11,9

podem ser atribuidos aos d&tomos de carbono da cadeia alifatica desses esterdides.
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Figura IV.14. Espectro de RMN de BC de CAG11 (100 MHz; CDCly).
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Figura IV.15. Subespectro DEPT-135° de CAG11 (100 MHz; CDCl3).

A Tabela IV.3 mostra a atribuicdo dos dados de RMN de BC de CAG11 baseados na

comparagdo com os dados correspondentes do estigmasterol descritos na literatura.™. A partir
dos valores de integracdo dos sinais de H-6 (Jq 5,36 € 5,34) de ambos os esterdides e de H-22 e

H-23 (84 5,18 e 5,05) do estigmasterol dados no espectro de RMN de 'H de CAG11, a propor¢io

estigmasterol:f-sitosterol € 2,5:1,0.
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Tabela IV.3. Atribuicio dos sinais de RMN de '*C de CAGI11 e dados da literatura do

estigmasterol” (400MHz, CDCl;, TMS)

Carbono  Estigmasterol CAG11 Carbono  Estigmasterol CAG11
C-1 37,3 (CHy) 37,2 C-16 29,0 (CHy) 29,0
C-2 31,7 (CHy) 31,7 C-17 56,1 (CH) 56,0
C-3 71,8 (CH) 71,8 C-18 12,1 (CH3) 12,0
C-4 42,4 (CHp) 42,2 C-19 19,4 (CH3) 19,4
C-5 140,8 (C) 140,8 C-20 40,5 (CH) 40,5
C-6 121,7 (CH) 121,7 C-21 21,1 (CH3) 21,2
C-7 31,9 (CHy) 31,9 C-22 138,4 (CH) 138,3
C-8 31,9 (CHy) 31,9 C-23 129,3 (CH) 129,3
C-9 50,2 (CH) 50,1 C-24 51,3 (CH) 51,2

C-10 36,6 (C) 36,5 C-25 31,9 (CH) 31,9
C-11 21,1 (CHy) 21,1 C-26 21,3 (CH3) 21,2
C-12 39,7 (CHy) 39,7 C-27 19,0 (CH3) 19,0
C-13 42,4 (C) 42,3 C-28 25,4 (CHy) 25,4
C-14 56,9 (CH) 56,9 C-29 12,3 (CH3) 12,1
C-15 24,4 (CHy) 244
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A Figura IV.16 apresenta as estruturas quimicas dos fitoconstituintes isolados do caule de
Lychnophora pinaster: 3ﬂ—0Ac,A7—baurenila (27), friedelina (16), mistura de lupeol (13) e o+

amirina (14) e uma mistura de estigmasterol (28), f-sitosterol (29).

3

(=]

0

Figura IV.16. Fitoconstituintes isolados do caule de L. pinaster.

89



CAPITULO V:
ESTUDO FITOQUIMICO DAS FLORES

- Resultados e Discussao



1. ANALISE ESTRUTURAL DE EEFLG5-R6

Ap0s recristalizacio em MeOH, o grupo EEFLG5-R6 apresentou-se como sélido branco
de fus@o na faixa entre 171,9 e 176,2 °C. A Figura V.1 apresenta o espectro de absor¢do na
regido do IV de EEFLG5-R6. A absorcgio larga na regido entre 3450 e 3200 cm™' é caracteristica
de estiramentos O—H em ligacdo de hidrogénio. As absor¢des entre 2900 a 2850 cm™ sdo tipicas
de estiramentos C—H de grupos aliféticos. A absorcdo em 1640 cm™ é tipica de estiramento C=C.
As absorcdes em 1459, 1381e 1367 cm™ podem ser atribuidas a estiramentos C—C e deformacdes
angulares de H-C-H de cadeias alifiticas. As absorcdes em 1243 e 1192 cm™ podem ser

atribuidas respectivamente a estiramentos C—O assimétrico e simétrico.
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Figura V.1. Espectro de absorcdo na regido do Infravermelho de EEFLG5-R6.
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A Figura V.2 apresenta o cromatograma de CG de EEFLG5-R6. O cromatograma de CG

de EEFLGS5-R6 mostra, dentre outros, um pico em tg = 6,781 min. O espectro de massas da

substincia representada por este pico (Figura V.3) indica tratar-se do estigmasterol (28),

conforme consulta ao banco de dados Wiley.
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Figura V.2. Cromatograma de CG de EEFLGS5-R6.
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As Figuras V.4, V.5, V.6 e V.7 mostram, respectivamente, os espectros de RMN de 1H, sua
expansdo, o espectro de RMN de "°C e o subespectro DEPT 135° de EEFLG5-R6. Os sinais de
hidrogénio e de carbono nos espectros de EEFLG5-R6 sdo similares aquelas dos espectros
correspondentes de CA-G11, Figuras IV.14 (pag. 86), Figura IV.15 (pag. 87) e IV.16 (pag. 89),
respectivamente. Portanto, pode-se propor que EEFLGS5-R6 trata-se de uma mistura de

estigmasterol:f-sitosterol.
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Figura V.4. Espectro de RMN de 'H de EEFLG5-R6 (400 MHz, CDCl5).
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Figura V.5. Expansio da regido entre oy 3,00 e 7,00 do espectro de RMN de '"H de EEFLG5-R6
(400 MHz, CDCl3).
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Figura V.7.Subespectro DEPT-135° de EEFLGS5-R6 (100 MHz; CDCls).
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CAPITULO VI:
ENSAIOS BIOLOGICOS DE EXTRATOS,
FRACOES E FITOCONSTITUINTES ISOLADOS

DE L. pinaster



1. Teste de Atividade Bactericida

O extrato etandlico bruto das folhas de L. pinaster foi submetido aos testes de difusdo em
agar e de concentracdo inibitéria minima, como descrito na parte experimental. A Tabela VI.1
apresenta os resultados de testes de atividade antimicrobiana com diferentes espécies de
bactérias para esse extrato. Os testes ndo indicaram atividade bactericida do extrato etandlico das
folhas frente a Bacillus cereus e Citobacter freundi. Porém, esse extrato apresentou uma

atividade bactericida significativamente expressiva frente a Staphylococcus aureus.

Tabela VI.1. Resultados de testes microbioldgicos de halo de inibi¢do do extrato etandlico bruto

das folhas de Lychnophora pinaster frente a diferentes espécies de bactérias

Bactéria utilizada Halo de Inibicao (cm) Halo de Inibicao (cm)
Controle
Staphylococcus aureus 18 22
ATCC 29213
Bacillus cereus ATCC Negativo 20
11779
Citobacter freundi Negativo 27
ATCC 25723

Controle: Cloranfenicol 30ug

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico bruto das folhas e flores foi

biomonitorado por testes de atividade bactericida. As fracdes obtidas pelo fracionamento
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cromatografico do extrato etandlico empregando diferentes sistemas de eluicdo, com gradiente
crescente de polaridade, foram submetidas aos testes de difusdo em dgar. A Tabela VI.2
apresenta os resultados dos testes de atividade bactericida de fracdes do extrato etandlico das
folhas e flores frente a Staphylococcus aureus. Apenas as fragdes das folhas obtidas com DCM e
as fracOes das flores obtidas com AcOEt foram positivas frente a S. aureus. Esta bactéria pode
ser considerada como uma das mais virulentas do seu gé€nero, uma vez que a intoxicagdo

estafilcécica pode ser tornar fatal quando nao tratada.>

Tabela VI.2. Resultados de testes microbioldgicos de halo de inibi¢do de fracdes do extrato

etandlico das folhas e flores de Lychnophora pinaster frente a Staphylococcus aureus

Fracoes Halo de Inibicio (cm)

FO-Hexano Negativo
FO-Diclorometano 13
FO-Acetato de Etila Negativo

FO-Metanol Negativo

FL- Hexano Negativo
FL-Diclorometano Negativo
FL-Acetato de Etila 11

FL-Metanol Negativo

Controle: Cloranfenicol 30ug
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2. Testes de atividade tripanossomicida

Para os ensaios parasitolégicos foram utilizados camundongos contaminados com a cepa Y
de Trypanosoma cruzi para fornecer os tripomastigotas sanguineos. As amostras para o teste
foram dissolvidas em DMSO (0,2 mL) e misturadas com sangue contaminado (0,2 mL). Foi
utilizado DMSO e violeta de genciana como controles. Ap6s 24 h de tempo de contato, um
in6culo de 2 — 2,5 X 10° tripomastigotas / mL foi adicionado e submetido a incubagdo entre 4 e 8
°C. As suspensdes em seguida foram examinadas microscopicamente.

Os resultados dos testes de atividade tripanossomicida das fragdes do extrato etandlico das

folhas e flores frente a Trypanosoma cruzi sdo apresentados na Tabela VI1.3.
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Tabela VI.3. Resultados de testes de atividade tripanossomicida (reducdo de parasitas) das

fracdes do extrato etandlico das folhas e flores de Lychnophora pinaster frente a formas

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

X 5 REDUCAO DE
SUBSTANCIAS CONCENTRACAO PARASITAS SOLUBILIDADE
(ug /mL) (% ) (Agua / DMSO%)
Controle sem substancia a 0
ser testada
Violeta de Genciana 12.5 51 Solavel
DMSO 2,5 % 1
EHFLD 500 0 * Pouco. solavel /
presenca de precipitado
FO-Hexano 500 0 *Insolavel
FO-EE bruto 500 2 *Solivel
FO-Acetato de Etila 500 4 *Solavel
500 3 * Pouco. solavel /
EHFLH
presenca de precipitado
FO-Diclorometano 500 1 *Soluvel
500 11 * Pouco. solavel /
EHFLE ..
presenca de precipitado
EHFLA 500 15 *Solavel
500 13 * Pouco. solavel /
FOG1-R10-G4
presenca de precipitado
500 5 * Pouco. soluvel /
FOG1-R11

presenca de precipitado
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Diante do resultado positivo para EHFLA e da boa solubilidade em DMSO, um
fracionamento cromatografico estd sendo realizado no intuito de aumentar a atividade

tripanossomicida mediante aumento da concentracdo dos fitoconstituintes ativos.
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CONCLUSOES
E

PERSPECTIVAS



1. Estudos Fitoquimicos

A partir dos estudos fitoquimicos de L. pinaster realizados, até o momento, foi possivel a
identificacdo de vdrios fitoconstituintes provenientes do fracionamento cromatografico das
diferentes partes da planta. Essa identificacdo, apesar da obtencdo de misturas oriundas do
fracionamento dos diferentes extratos, foi possibilitada pela andlise dos dados de IV, RMN e
EM, comparados com dados da literatura. Assim, verificou-se que nas folhas de L. pinaster,
dentre outros, sobressaem os triterpenos pentaciclicos 3-O-acetil-lupeol (22), 3-O-acetil-
pseudotaraxasterol (23), 3-O-acetil-a-amirina (24), lupeol (13), a-amirina (14), 3-O-alquil-a-
amirina (25), 4,4-dimetil-cholesta-22-24-dien-5-ol (26), além de misturas de hidrocarbonetos
alifaticos de Cjsa Cie.

Como constituintes do caule identificou-se 3ﬁ—OAc,A7—baurenila (27), friedelina (16),
lupeol (13), a~amirina (14) e os esterdides estigmasterol (28), f-sitosterol (29). Esses dois
ultimos fitoconstituintes foram isolados também do extrato das flores. Portanto, as fragdes
isoladas de diferentes extratos de L. pinaster constituidos de misturas, possibilitou a
identificacio de vdrias substincias ja descritas na literatura. E importante ressaltar que 3-O-
acetil-lupeol (22), 3-O-acetil-pseudotaraxasterol (23) e 3ﬂ—OAc,A7—baurenila (27), 3-O-acetil-a-
amirina (24), 3-O-alquil-a-amirina (25) e 4,4-dimetil-cholesta-22-24-dien-5-ol (26) foram pela
primeira vez identificadas nesta espécie vegetal. Estes resultados ddo importancia e justificam a
continuidade do trabalho fitoquimico, com a andlise das fra¢des apolares, bem como o estudo

das fragdes polares que nao foram estudadas ainda.
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2. Estudos Biolégicos

A partir dos resultados obtidos até 0 momento observou-se que as fragdes eluidas em DCM
das folhas e as fracdes eluidas em AcOEt das flores foram ativas frente a cepas de
Staphylococcus aureus, uma das bactérias mais virulentas e com grande capacidade de produzir
abcessos em infecgdes localizadas ou metastéticas. Estes resultados justificam a continuidade do
estudo de avaliacdo da atividade antimicrobiana de L. pinaster.

Dos extratos de L. pinaster testados contra formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi,
as fracdes eluidas em AcOEt do extrato hexanico das flores (EHFLA) apresentaram resultados
satisfatorios. As fracOes eluidas em EtOH provenientes do extrato hexanico das flores e a
substancia FOG1-R10-G4 (3-0-alquil-a-amirina) também foram ativas frente a tripomastigotas
de T. cruzi, mas ndo apresentaram boa solubilidade em 4agua/DMSO. Estes resultados
preliminares confirmam a atividade tripanossomicida descrita para a planta e justificam a
continuidade do estudo fitoquimico das folhas, caule e flores de L. pinaster para o isolamento de
novos fitoconstituintes ativos, bem como a investigacdo da relacao estrutura quimica e atividade

bioldgica.
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