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RESUMO

A rigueza derivada do conhecimento sobre plantas medicinais que resulta na producdo de
fitoterapicos ou de compostos oriundos do metabolismo secundario com atividade farmacoldgica,
ressurge como uma opc¢ao paras as limitagdes encontradas na terapia atual. Porém, esses novos
produtos ndo estdo isentos de testes que comprovem sua indicacgdo, eficicia, qualidade e seguranca.
Cnidoscolus quercifolius (Faveleira) € uma planta caracteristica do bioma Caatinga, amplamente
difundida na medicina popular por suas propriedades anti-inflamatoria, analgésica, antibidtica e
diuretica. Esta pesquisa teve por objetivo caracterizar por ensaios fisico-quimicos a droga vegetal
oriunda das partes aéreas, bem como promover um estudo fitoquimico com a pesquisa de
metabolitos secundarios, ensaios de teor, isolamento e identificacdo de compostos presentes, além
de avaliar os produtos obtidos de C. quercifolius frente a atividades farmacoldgicas. A
caracterizacdo fisico-quimica foi realizada por métodos analiticas como a termogravimetria (TG),
o infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e a microscopia eletronica de varredura
acoplada a espectroscopia de energia dispersiva; a fitoquimica buscou encontrar os principais
metabolitos secundarios e quantificar os compostos fendlicos, flavonoides e taninos condensados
frente a padrbes de referéncia. Os compostos foram isolados usando técnicas cromatograficas e
espectroscdpicas como infravermelho (1V), massa (MS) e ressonancia magnética nuclear (RMN)
de 'H e ¥C. A atividades farmacoldgicas avaliadas foram: antimicrobiana, hemolitica, anti-
leishmania e antiproliferativa. O perfil térmico revelou a ocorréncia de trés eventos de perda de
massa, 0 FTIR a presenca de grupos funcionais como hidroxilas, carbonilas, grupamento cianeto,
entre outros; as fitomicrografias obtidas pelo MEV/EDS confirmaram a autenticidade do material
vegetal e os principais ions presentes, comparando com dados da literatura. O screening
fitoquimico mostrou reagdo positiva para fenois, taninos, flavonoides e esteroides/triterpenoides,
os teores de metabolitos quantificados foram de 74,19 mg g de polifendis totais equivalentes de
acido galico, 16,72 mg g de flavonoides equivalentes de quecertina e 48,39 mg g* de taninos
condensados equivalentes de catequina. O isolamento de substancias culminou na identificacdo de
dez compostos, sendo eles quatro porfirinas, um &cido cindmico, um glicosideo cianogénico, uma
mistura de triterpenos e outras de esteroides. O teste de atividade hemolitica apresentou um baixo
nivel de toxicidade frente a hemacias humanas e as demais atividades expressaram discretos
resultados pelas metodologias adotadas. Os resultados obtidos demonstraram que as técnicas
analiticas permitiram caracterizar a droga vegetal, o que pode ser Util em estudos para a producéo
de fitoterdpicos, além do relato de compostos identificados pela primeira vez na familia,
contribuindo dessa forma para sua quimiotaxonomia. Como também o direcionamento para
utilizacdo da planta mediante as atividades farmacoldgicas realizadas.

Palavras-chaves: Faveleira, Fitoterapicos, Porfirinas, Atividades farmacologicas.



ABSTRACT

The richness derived from the knowledge about medicinal plants that results in the production of
phytotherapics or compounds derived from secondary metabolism with pharmacological activity,
resurfaces as an option for the limitations found in current therapy. However, these new products
are not exempt from tests that prove their indication, effectiveness, quality and safety. Cnidoscolus
quercifolius (Faveleira) is a plant characteristic of the Caatinga biome, widely spread in folk
medicine due to its anti-inflammatory, analgesic, antibiotic and diuretic properties. The objective
of this research was to characterize the plant drug from aerial parts, as well as to promote a
phytochemical study with the research of secondary metabolites, content tests, isolation and
identification of the present compounds, besides evaluating the products obtained from C.
quercifolius against pharmacological activities. The physico-chemical characterization was
performed by analytical methods such as thermogravimetry (TG), Fourier transform infrared
(FTIR) and scanning electron microscopy coupled to dispersive energy spectroscopy (SEM/EDS);
the phytochemistry sought to find the main secondary metabolites and quantify the phenolic
compounds, flavonoids and tannins condensed against reference standards. The compounds were
isolated using chromatographic and spectroscopic techniques such as infrared (IR), mass (MS) and
'H and *3C nuclear magnetic resonance (NMR). The pharmacological activities evaluated were:
antimicrobial, hemolytic, anti-leishmania and antiproliferative. The thermal profile revealed the
occurrence of three mass loss events, the FTIR the presence of functional groups such as hydroxyls,
carbonyls, cyanide grouping, among others; the phytomyrographs obtained by the SEM/EDS
confirmed the authenticity of the plant material and the main ions present, comparing with data
from the literature. Phytochemical screening showed a positive reaction for phenols, tannins,
flavonoids and steroids/triterpenoids. The quantified metabolite contents were 74.19 mg g* of
gallic acid equivalent total polyphenols, 16.72 mg g of flavonoids equivalent to quecertin and
48.39 mg g of catechin equivalent condensed tannins. The isolation of substances culminated in
the identification of ten compounds, being four porphyrins, a cinnamic acid, a cyanogenic
glycoside, a mixture of triterpenes and other steroids. The hemolytic activity test showed a low
level of toxicity against human red blood cells and the other activities expressed discrete results by
the methodologies adopted. The results showed that the analytical techniques allowed to
characterize the plant drug, which can be useful in studies for the production of phytotherapics,
besides the report of compounds identified for the first time in the family, thus contributing to its
chemotaxonomy. As well as the targeting for plant utilization through the pharmacological
activities performed.

Key-words: Faveleira, phytotherapics, porphyrins, pharmacological activities.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Partes de Cnidoscolus quercifolius PONL. ..o 29
Figura 2. Diagrama de equipamento de Termogravimetria .......c.ccccceviveeieeiiees e esiee e seeestee e seneeneeas 30
Figura 3. Esquema de funcionamento do microscopio eletrdnico de varredura..........c.ccccceveveeveeirresnenne. 32
Figura 4. Estrutura base do NUCIE0 POIFIFINICO ......cocviiiiiii e et 34
Figura 5. Biossintese das feofitinas e feoforbideos. ........ccccvveiiiiie i 35
Figura 6. Estrutura do 4CIA0 CINAMICO. ........cvviiiiie ittt steesteereeens 36
Figura 7. Biossintese do ACIA0 CINAMICO ........oviiiriiiiiieiie et 36
Figura 8. Sintese de um glicosideo cianogénico a partir do aminoacido Valina.............cccceeveririiiienennenn 37
Figura 9. Estruturas dos glicosideos cianogénicos: linamarina e lotaustraling ............cccoovvieiiiniiennn 38
Figura 10. BioSSINtESE & TEIPENOS. .....cvieiiiiiiitiieieeie ettt b ettt 40
Figura 11. Curva Termogravimétrica da droga vegetal C. qUercifolius. ...........ccoocvvvvriviiernienineierenee 56
Figura 12. Espectro na regido do Infravermelho da droga vegetal de C. quercifolius. ...........ccccccovevennnnee. 57
Figura 13. Fotomicrografias da droga vegetal de C. qUerCifolius. .........cccccevieiiiieie i, 58
Figura 14. Espectro de EDS da droga vegetal C. qUercifolius...........cceviiviiii i 59
Figura 15. Substancias isoladas de C. QUEICITOLIUS............covviiiiiieiic e 61
Figura 16. Estruturas da 132-Hidroxi-(132-S)-feofitina a e 13?-Hidroxi-(13%-R)-feofitinaa ...................... 64
Figura 17. Espectro de Infravermelho dos compostos CO-1 € CO-2. .....covreririiireniniinieie s 67
Figura 18. Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHZ) de Cg-1 € CO-2.....ccovieviriiiiiiieieieesieesieie s 68
Figura 19. Expansao do espectro de RMN *H (CDCl3, 500 MHz) de Cg-1 € Cq-2...c.ccevvvvererreerininesiennn 69
Figura 20. Expanséao do Espectro de RMN tH (CDCls, 500 MHz) de Cg-1 € CO-2 ...ccevvrvrrerveienirieeriennn 69
Figura 21. Espectro de RMN 3C (CDCl3, 100 MH2z) de Cq-1 € CO-2. ...coveevieeeieeiecieeeecie e 70
Figura 22. Estrutura parcial de Cg-3 e Cg-4 mostrando os tipos de acoplamentos para os respectivos

0T L0 Lo To T o T LSRR 71
Figura 23. Estrutura do 132-hidroxi-(132-S)-173-etoxifeoforbideo a e 132-hidroxi-(132-S)-173-
ELOXITEOTOMDIARO D ... bbbttt e e b enes 73
Figura 24. Espectro de RMN de *H (CDCl3, 400 MHZ) Cq-3 € CO-4 ...ooeiveiiiieieieeeiee e 75
Figura 25. Expansao do espectro de RMN *H (CDCl3, 400 MHz) de Cg-3 € Cq-4.....cevvvvverieenineieiennns 76
Figura 26. Expansao do espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de Cg-3 € CQ-4....cceovvvvrenreeninieienne 76
Figura 27. Expanséo do espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de Cg-3 € CQ-4.....cooviverveeeiiiieenienne 77
Figura 28. Expansdo do espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de Cq-3 € Cq-4....cccovvvvevrvveerveneresnenns 77
Figura 29. Expansdo do espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de Cq-3 € Cq-4...cccovevvevreireeieiieieneen, 78
Figura 30. Espectro de RMN de *3C (CDCl3, 100 MHZz) de C-3 € CO-4.....coeovevereieiieieeeeceeeeeeeve 79
Figura 31. Estrutura do ACIido tranS-CINAMICO ...........cccvuevevreueieiieieseeeisseseseseses s st ses s e ses s sesessans 81
Figura 32. Espectro de RMN H (C3DgO, 500 MH2Z) de Cg-5.......ccevveiiiiriiieieiciece e 82
Figura 33. Espectro de expansdo de RMN *H (C3Dg0, 500 MHZz) de Cg-5 ....cocovevevvivieicicieccieeeeevenn 83
Figura 34. Expansao do espectro de RMN H (C3Dg0, 500 MHZ) de Cg-5.....ccevivriiiniiniiieeiseeees 83
Figura 35. Espectro de RMN 23C (C3DsO, 50 MHZz) de CQ-5.....ccucvieiiieieiiiieseeeieeeee e 84
Figura 36. Estrutura do 2-(5-D-glicopiranosiloxi)-isobutironitrila (Lin@maring) ...........ccccoeevevnveienennnn. 86
Figura 37. EStrutura do ROSEOSIAIO ........eveuiiiiitiiiieieiieie ettt 87
Figura 38. Espectro de infravermelno de Ca-6........cccuviiiiiiiiiii et 88

Figura 39.

ESPECtro de Massa de CO=6........ccovviiieiiiiiiiiie sttt ettt sre e ste e sra e sbe e nte e nreenrs 88



Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 44.
Figura 45.
Figura 46.
Figura 47.
Figura 48.
Figura 49.
Figura 50.
Figura 51.
Figura 52.
Figura 53.
Figura 54.
Figura 55.
Figura 56.
Figura 57.
Figura 60.
Figura 61.
avaliadas...

Espectro de RMN *H (CsDsN, 500 MHZ) d& CO=6.......cccoveriiririeieicieiiesiecieeere et 89
Expansdo do espectro de RMN *H (CsDsN, 500 MHZz) de Cq-6.........ccccevvevireiieseiieicresienne 90
Expanséo do espectro de RMN tH (CsDsN, 500 MHz) de Cq-6 ........cccervivriieriiineisereeeens 90
Expanséo do espectro de RMN 3C (CsDsN, 125 MHz) de Cq-6 ......cceoervrieririeiineriserieeneeas 91
Estruturas de lupeol-34-O-cinamato e lupeol-34-O-diidrocinamato ...........cccceevrvreeieeniennnen 94
Espectro de Infravermelno de Cg-7 € C-8......cccoiiiieiiiiiiiices e 96
Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da substancia Cgq-7 € Cq-8 ........cccccevveveienennean. 97
Expansao do espectro de RMN *H (CDCls3, 500 MHz) de Cq-7 € CQ-8......coeevvevvrvreereeierenneen, 98
Expanséo do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Cq-7 € CQ-8......cceevvevvevieeeeieiienneen, 98
Expansdo do espectro de RMN *H (CDCl3z, 500 MHz) de Cq-7 € Cg-8....cccvevvevvvvevvereriirenene. 99
Expanséo do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Cq-7 € Cq-8.....ccceevevevririerieeianes 99
Expanséo do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Cq-7 € Cq-8.....cccevvvveeriieiiierinnns 100
Espectro de RMN 3C (CDCls3, 100 MHZz) de Cq-7 € CO-8 ....vecervreirieriiinerisienieesisieesieneeas 101
Expanséo do espectro de RMN 3C (CDCls, 100 MHz) de Cg-7 € CQ-8.....ccevevvevervrieeiicienas 102
Expanséo do espectro de RMN 3C (CDCls, 100 MHz) de Cg-7 € CQ-8.....cceervevervrieeririnnnas 102
Estruturas do f-sitosterol e EStigmasterol ..........c.oov oo 104
Espectro de RMN tH (CDCl3, 200 MHz) de Cg-9 € Cg-10......c.ccceeveveiieiriiicieiece e 106
Espectro de RMN 3C (CDCls, 50 MHZz) de Cq-9 € CO-10 .....coveveiiieiieieecieceeieieeeve e 107
Porcentagem de crescimento celular de linhagens tumorais humana frente as substancias



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Producdo e particdo do EEB das folhas de C. quercifolius ..........ccoovevvieviin e
Esquema 2. Fracionamento da fase diclorometano..........cccoccvoviiiiii s

Esquema 3 Fracionamento da fase hexanica



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Representacdo de géneros de Euphorbiaceae com ocorréncia destacada no Brasil e seu

POSICIONAMENTO SISTEMALICO. .. .eiiviiiiiicii ettt be et e e te e be e ste e be e be e sbeasbeeabeereesaeeeneesseesree e 24
Tabela 2. Pesquisa de metabolitos secundarios em C. quercifolius. ..........cccooeeviiiiiiiiiic i 45
Tabela 3. Linhagens celulares tumorais e ndo tumorais utilizadas nos ensaios de atividade antiproliferativa
in vitro e suas densidades de INOCUIACAD (D. 1) .....c.ciiiiiiiiiiiic et e 52
Tabela 4. Perfil térmico (TGA) da droga vegetal proveniente de C. quercifolius com suas respectivas perdas
de massa, em cada intervalo de temperatura (CC).......ooouvieriiiiiiieie s 56
Tabela 5. Valores obtidos no ensaio de quantificacdo dos metabdlitos secundéarios (polifendis totais,
flavonoides e taninos condensados) do EEB da espécie C. quercifolius POhl. ...........ccccooiiiiiiiiiienns 60
Tabela 6. Dados dos deslocamentos quimicos de RMN *H e 1*C (CDCls, 200 e 50 MHz) de Cg-1 e Cg-2 e
da literatura (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Matsuo et al., (1996). .......cccoviriiiiiiiie e 65
Tabela 7. Dados dos deslocamentos quimicos de RMN *H e *C (CDCls, 200 e 50 MHz) de Cg-1 e Cg-2 e
da literatura (CDCls, 300 e 75,5 MHZ) de Jerz et al. (2007)......ccccveeiieiiieeiieerie e see e see e sie e see e srae e see e 66
Tabela 8. Dados dos deslocamentos quimicos de RMN *H e 3C (CDCls, 400 e 100 MHz) de Cg-3 e Cqg-4
e da literatura (CDCls, 400 e 100 MHz) de Chaves et al. (2013)........ccovueiiiiieiie i 74
Tabela 9. Dados de RMN *H e 3C (C3Ds0, 500MHz e 50 MHz) da substancia Cg-5, comparados com
dados da literatura *H e *3C (CDCls, 400MHz e 100 MHz) de Yun et al., (2014). .....ccoovveireirnencenes 81
Tabela 10. Dados de RMN 'H e *C (CsDsN, 500MHz) da substancia Cg-6, comparados com dados da
literatura: RMN *H de Seigler, 1975 e RMN 3C (D0) de Prawat (1995). .......ccccovrvrvreiririniieininisieieeen, 86

Tabela 11. Dados de RMN de H e 13C (CsDsN, 500MHz) da unidade osidica de Cg-6 comparados com a
B-glicose presente na estrutura do Roseosideo de Lopes e colaboradores (2012), (MeOD, 500 e 125 MHz).

................................................................................................................................................................... 87
Tabela 12. Dados de RMN de *H e 3C (CDCls, 500 e 125 MHz) da substancia Cg-7 e Cg-8, comparados
com dados da literatura (CDCls, 100 MHZz) de Oliveira-Junior (2017). ....ccccooveiieiiieiieiie e 95
Tabela 13. Dados de RMN de *H e 3C (5, CDCls, 200 e 50 MHz) da substancia Cg-9 e Cg-10, comparados
com dados da literatura (CDCls, 50 MHZ) de AIVES (2008). ......ccveiiiiiriiiieie e 105
Tabela 14. Determinagdo da CIM do EEB, fases particionadas e Linamarina oriundos de C. quercifolius.
................................................................................................................................................................. 108
Tabela 15. Potencial Hemolisante do EEB, fases particionadas e Linamarina (Cg-6) oriundos de C.
01U LS ot 0 U TSR 109
Tabela 16. Atividade anti-leishmania do composto Linamarina (Cg-6). ......c.cccceeeviveevireerineenieesineesneenens 110

Tabela 17. Atividade Antiproliferativa de linamarina (Cq-6) e os isdmeros do lupeol-cinamato (Cg-7 e Cg-



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AcOEt — Acetato de Etila

AD-LIS/LIN — Sistema Linamarinase/Linamarina Adenovirus Recombinante
ANOVA — Analysis Of Variance

ATCC — American Type Culture Collection

CBM - Concentracdo Bactericida Minima

CC - Cromatografia em Coluna

CCDA - Cromatografia em Camada Delgada Analitica
CCDP - Cromatografia em camada delgada preparativa
CDCls — Cloroférmio Deuterado

CH2Cl2 — Diclorometano

CHCls — Cloroférmio

CIM — Concentracdo Inibitéria Minima

cm — Centimetros

CN — Nitrila

COX — Ciclooxigenase

D»0 — Agua deuterada

d — dubleto

dd — Duplo Dubleto

DMSO - Dimetilsulfoxido

EDTA — Acido Etilenodiamino Tetra-acético

EEB — Extrato Etandlico Bruto

EM — Espectrometria de massas



FTIR — Infrared Fourier Transfourm Fourrier
g — Gramas

GBM - Glioblastoma Multiforme

h — horas

HCC — Hepatocarcinoma Celular

HCN — Acido Cianidrico

Hex - Hexano

IV — Infravermelho

J — Constante de acoplamento

LISLIN/GO - Sistema de Entrega Linamarinase/Linamarina/Glicose Oxidase
MetOD — Metanol deuterado

MetOH — Metanol

MetOH:H20 — Metanol:Agua

MHz — Mega Hertz

m — Multipleto

m/z — Raz&o massa/carga

MTT — 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazdlio
min — Minutos

mg — Miligramas

mL — Mililitros

NaCl — Cloreto de Sadio

nm - nanémetros

ppm — Parte por Milhé&o



RMN 3C — Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
RMN !H — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
rpm — Rotagdes Por Minuto

s —singleto

sl — Singleto largo

t— Tripleto

TG — Termogravimetria

TMS — Tetrametilsilano

TR — Tempo de retencéo

UFC — Unidade Formadora de Coldnia

UV — Ultravioleta

6 — Deslocamento Quimico em partes por milh&o.

oH — Deslocamento Quimico em partes por milh&o de hidrogénio
dc - Deslocamento Quimico em partes por milhdo de carbono
uL - Microlitro

pum — Micrometro



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt st 18
2. OBUIETIVOS ...ttt ettt sttt ettt b et st e ettt neere e 21
2.1 OBIETIVO GERAL ...ttt sttt ettt e e e e st e e ane e e e e e nnnes 21
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS.......ouiiiirciriisiineineieisseiesiss st 21
3. REFERENCIAL TEORICO .....ccooioieieereries e teseses e enas s sessssn s nasneens 23
3.1  FAMILIA EUPHORBIACEAE..........o oot eeeee ettt 24
3.1.1  Potencial BCONOMICO. .....ccuuiiiiiieitieie ettt sttt ettt e b neas 25
3.1.2  Toxicidade relacionada a familia Euphorbiaceae............ccocceevevveviiieseece e, 25

3.2 GENERO CNIDOSCOLUS ......ovviiiriieiieisiie sttt sssssss s ssssssnssnes 25
3.3 CNIDOSCOLUS QUERCIFOLIUS POHL.....coiiiiiiieieiceiee e 27
3.4 TECNICAS ANALITICAS ..ottt ettt asssssssssnssnes 30
341  TermogravVimetria (TG) ..oueeieeiieie ettt 30
3.4.2.  Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). .............. 31
3.4.3.  Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) acoplada a Espectroscopia de Energia
DISPEISIVA (EDS).....eeiiiiiiiieeie sttt sttt sttt et eere e te e an et e e nre e 32

35 METABOLITOS SECUNDARIOS ISOLADOS NA ESPECIE ........ccoovvevveveecceereienens 33
TR T00 N oo o ] - TSR 33
3.3.2.  ACIAO CINAMICO......cuiveeeeerceeieeeeteeee ettt sttt en st n e ens s, 35
3.3.3.  GlicoSide0S ClanOQENICOS. ........cieeiieiieitreireeieseesteeeeseeste et e sraesreeaesreesteeseaneesreeneas 37
3.3.4.  Terpenoides @ ESTEIOIAES. ......cciiirierieieie ettt 39

4. METODOLOGIA ..ottt ettt beebe st e e e e snees 43
41  MATERIA-PRIMA VEGETAL ..cotiiieieeeeeteeeeeeeteee et seses s s sesae s snasnens 43
4.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA DROGA VEGETAL ....ccccvvvevveenn 43
4.2.1  TermMOQraVIMEL A ....cecieiieieeiie ettt ettt ettt re e saesseesre e e sneesraenas 43
4.2.2  Analise de INFravermelno ..o 43

4.2.3  Microscopia Eletrénica de Varredura acoplada a Espectroscopia de energia
0T 0T £ V7 USSR 43

4.3 PREPARACAO E PARTICAO DO EXTRATO. ...coovuiieieiereieee e, 44
44 CARACTERIZACAO FITOQUIMICADOEEB ..o, 45



4.4.1  Screening fIitOQUIMICO........cccvciiiieie e 45

4.4.2  Determinacdo do teor de metabOlitos SECUNTANIOS ........covevvvrieiiniiicieesc e 45
45 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO E ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS46
46 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS ........ccvveeeerrersieriesesisressenisnens 48
4.7  ATIVIDADES FARMACOLOGICAS ...ttt 49

4.7.1.  Atividade antimiCrobDIaNa ..........ccoiiiiiiir it s 49

4.7.2.  ALIVIdade NEMOIITICA.........coiiiieieiee e e 49

4.7.3.  Atividade anti-leiSNMaNIa...........coiieiiiiriiee s 50

4.7.4.  Atividade antiproliferativa...........ccocooiiiiieieneee s 51

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......covevieeieeiesieeteseeesseseses s sesas s essessenansens 55
5.1 CARACTERIZAGCAO FISICO-QUIMICA........coeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeee e 55

5.1.1  Perfil Termogravimétrico da droga vegetal.............cccoovevviieiieiicice e, 55

5.1.2  Anédlise da droga vegetal por infravermelno............cccooevveiiiieiiecccie e 56

5.1.3.  Microscopia Eletronica de Varredura acoplada a Espectroscopia de Energia

DTS o LoT 6] A WU P PRSPPI 58
5.2 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA.......c.oooeeteeeeceteeee e esis s 59
5.3. SUBSTANCIAS ISOLADAS DE C. QUERCIFOLIUS.........cccovieeeieeeeeeeeeeeeeeeeen. 61

521  1dentificaclo de CO-1 € CO2....ccoeiiiiiiiieiicie st ie et e ettt sre s 62

522  1dentificag8o de Cg-3 8 CO-4.....ccouiiiiiierie st 71

5.2.3  1dentificago A& CO-5......cceiiiiiiiiiicieie s 80

524  1dentificaCho 08 CO-6.......ccoiiiiiieiiiiie ittt 85

525  1dentificagdo de Cg-7 € CO-8......couiriiiiiiie et 92

5.2.6  ldentificac8o de Cg-9 € CO-10.....ccoiiiiiiiiiiieie e e 102
5.3  ATIVIDADES FARMACOLOGICAS ......ooveeeeeeeeeeteeteeeeeeees s erieses e 108

5.3.1  Atividade antimiCroDIANG .........cceeueieerieiieieese e 108

5.3.2  Atividade NemMOITICA.........ccoviiiiiiiieiee e 109

5.3.3  Atividade anti-leiShmania............cccooeiiiiiiiiiiie e 110

5.3.4  Atividade antiproliferatiVa...........ccccooeiiiiiie e 111

6. CONSIDERACOES FINAIS ....oooiieeceeeeeeeses e teste sttt ses st enss s 114

REFERENCIAS ..o oot e et e e e s et e e et e e s e e et e et e et e et e e e e et e es e s e e et e s aeenenn 116






18

1. INTRODUCAO

A prética terapéutica caracterizada pelo uso de plantas medicinais em diferentes formas
farmacéuticas foi por um longo periodo de tempo o Unico recurso medicinal disponivel para
humanidade (CZELUSNIAK et al., 2012). Até hoje, alguns povos ainda fazem uso da fitoterapia e
outras terapias tradicionais baseadas nos saberes e praticas que foram transmitidos ao longo das
geracdes (FERREIRA e PINTO, 2010).

A tendéncia observada para a fitoterapia é, como no passado, possuir um papel de destaque
na atengdo a saude da populacdo. Assim, é importante avaliar os efeitos terapéuticos dos
fitoterapicos por meio de estudos e ensaios clinicos que garantam sua eficacia e seguranca (VIEIRA
etal., 2010).

Em complementacdo, a busca por compostos bioativos oriundos das plantas medicinais
surge como uma ciéncia investigativa e comprobatoria do saber popular, dessa maneira sendo
possivel obter moléculas com potencial para producéo de novos farmacos.

O Século XXI mostrou uma diversificacdo nessa area no que se refere as fontes de
biomoléculas, em primeiro lugar a pesquisa envolvendo plantas medicinais, 0s micro-organismos
(principalmente os fungos) em segundo e 0s organismos marinhos em terceiro constituindo as fontes
mais exploradas por pesquisadores brasileiros (BERLINCK et al., 2017). Newman e Cragg (2016)
afirmam que as pesquisas nessa area ndo apenas permitem identificar novos compostos, mas
também propde novas estruturas moleculares que podem ser utilizadas como prot6tipos para novos
candidatos a farmacos.

No entanto, o surgimento de novos modelos de farmacos oriundos da quimica combinatoria,
da triagem biologica automatizada e sintese quimica, que permitiam a geracéo e selecao de milhares
de entidades quimicas sintéticas ativas em testes in vitro, assim a producdo em escala industrial,
fizeram os produtos naturais ser momentaneamente “esquecidos” (RISHTON, 2008).

Mesmo assim, a pesquisa com produtos naturais ainda apresenta maior sucesso para a
descoberta de compostos com caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas, presenca de centros
estereogénicos e diversidade de grupos farmacoféricos (SUKURU, 2009), além das estruturas
quimicas e variedade molecular ser muito superior aos derivados dos processos de sintese quimica
(MAREGESI et al., 2008; SUKURU, 2009). Estima-se que cerca de 80% dos quase 160.000
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compostos catalogados no Dictionary of Natural Products tém caracteristicas favoraveis para serem
considerados como potenciais modelos de farmacos (HARVEY, 2015).

Em relacdo aos fitoterapicos a aplicacdo de novas tecnologias em seu desenvolvimento
contribui para a substituicdo dos atuais métodos utilizados, que consomem muito tempo, geram um
alto custo e muitas vezes utilizam grandes quantidades de solventes organicos e reagentes toxicos
(ARAGAO et al., 2002). Os métodos analiticos vém sendo amplamente utilizados para caracterizar
compostos presentes em plantas medicinais, seus produtos e extratos, assim como no controle de
qualidade, pois fornecem, de forma répida, dados sobre estabilidade do material analisado
(CORREIA et al., 2013), objetivando padronizagfes que assegurem a constancia dos efeitos
farmacologicos e seguranca quanto ao uso (ARNILLAS, 2015).

Cnidoscolus quercifolius, conhecida como faveleira, € uma espécie caracteristica do bioma
caatinga brasileiro encontrada em todos os estados do nordeste (OLIVEIRA JUNIOR, 2018).
Podendo ser empregada para recuperacdo de &reas degradadas, alimentagdo animal, medicina
popular, serraria, biodiesel, dentre outros (NOBREGA, 2001; ARRIEL et al., 2004; MAIA, 2004).

Os estudos embasados no saber popular que buscam o potencial existente na utilizacao das
plantas medicinais para o tratamento de doencas, juntamente com a busca por moléculas bioativas
responsaveis por tais atividades ou até mesmo nos que resultam na producdo de fitoterapicos

eficazes e seguros, justificam pesquisas como esta.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

= Realizar uma caracterizagdo fisico-quimica da droga vegetal obtida das partes aéreas de C.
quercifolius, promover um estudo fitoquimico e farmacolédgico dos produtos oriundos dos

processos extrativo e cromatografico desta espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Obter a droga vegetal pulverizada

= Caracterizar a droga vegetal pulverizada por meio de analise térmica, infravermelho e
microscopia eletronica de varredura acoplada a espectrometria de energia dispersiva;

= Preparar 0 extrato etanolico bruto (EEB);

= Realizar o screening fitoquimico do EEB;

= Determinar o teor de metabdlitos secundarios do EEB;

= Obter fases particionadas (FP) pelo fracionamento do EEB;

= |solar os constituintes quimicos por meio de técnicas cromatogréaficas e identifica-los por
técnicas espectrométricas;

= Verificar o potencial antimicrobiano in vitro e atividade hemolitica frente a hemécias
humanas do EEB, FP e compostos isolados;

= Auvaliar a atividade anti-leishmania e atividade antiproliferativa de compostos isolados.
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3. REFERENCIAL TEORICO

Os estudos de bioprospeccéo de plantas estimulam a pesquisa e exploracéo da biodiversidade
de uma regido, em associa¢do ao conhecimento tradicional representa uma fonte inesgotavel para
obtengéo de novos compostos naturais com potencial para produgcdo de novos medicamentos, sejam
estes fitoterapicos ou principios ativos isolados (IOCA et al., 2018). Estes produtos oriundos do
metabolismo secundario das plantas representam 60% dos compostos classificados como new
chemical entities (NCEs) ativos contra o cancer e 75% dos ativos contra doengas infecciosas obtidos
entre 1981 e 2002 (DEMAIN, 2014).

Além disso, 0 uso de plantas medicinais é uma boa alternativa em lugares onde o0 acesso aos
medicamentos é precario, ou no tratamento de doencas consideradas negligenciadas, assim como
aos efeitos indesejaveis causados pelo uso incorreto e/ou abusivo dos medicamentos sintéticos
(LOPES et al., 2015).

Inimeras plantas que sdo utilizadas em preparacgdes fitoterdpicas necessitam de um rigoroso
controle de qualidade, pois a literatura cientifica afirma que elas podem apresentar substancias
toxicas ou composicdo quimica variavel (NOLDIN et al., 2003; SILVA JUNIOR, 2006; NUNES,
2009), sendo imprescindivel o uso de forma responsavel, racional, segura e ndo abusiva. E em
virtude disso, varias na¢des vém normatizando e legislando sobre os critérios de seguranca, eficacia
e qualidade que devem envolver as preparacgdes fitoterapicas (REIS et al., 2004; BRASIL, 2004).

O governo federal brasileiro aprovou, através do Decreto n° 5.813 de 22 de junho de 2006,
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, visando aumentar a fiscalizagdo as plantas medicinais e
fitoterapicos produzidos e comercializados no pais, com medidas que assegurem o0 uso correto pela
populacédo, que promovam a utilizacéo sustentavel da biodiversidade brasileira e que estimulem o
desenvolvimento da industria nacional,.

A familia Euphorbiaceae é comumente encontrada em levantamentos etnofarmacoldgicos e
apresenta espécies com grande destaque medicinal, como as pertencentes ao género Cnidoscolus
(PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012).
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3.1 FAMILIA EUPHORBIACEAE

A familia Euphorbiaceae esté entre as familias de maior importancia econdmica entre as
Angiospermas e encontra-se representada, nas regides tropicais e temperadas de todo o planeta
(SATIRO e ROQUE, 2008). Atualmente, a familia esta posicionada entre as Eurosideas I, na ordem
Malpighiales, sem uma clara definicio com os grupos de maior afinidade filogenética.
Compreendendo em quatro subfamilias: Cheilosoideae (endémica no sudeste asiatico),
Acalyphoideae, Crotonoideae e Euphorbioideae, descritos na Tabela 1. Compreendem um grupo de
vegetais cuja diversidade floral e vegetativa € muito complexa entre as Eucotileddneas, o que
dificulta o agrupamento e a delimitacdo taxonémica das espécies (SOLTIS et al 2005, SIMPSON,
2006, LUCENA e ALVES, 2010). Segundo Judd et al. (1999), esta familia é composta de 222
géneros e 6.100 espécies.

Destaca-se a Regido Nordeste como um grande centro de diversidade da familia, com 216
espécies e 50 géneros, distribuidas, em sua grande maioria, nas areas de Caatinga (CORDEIRO e
CARNEIRO-TORRES, 2006; LUCENA e ALVES, 2010). Os estudos de Oliveira (2013)
afirmaram que a familia Euphorbiaceae € uma das principais constituintes do Bioma Caatinga,
devido a sua ampla diversidade e variacdo de habitos que contribui para uma maior adaptacdo e

eficiéncia contra o déficit hidrico intrinseco deste bioma.

Tabela 1. Representacdo de géneros de Euphorbiaceae com ocorréncia destacada no Brasil e seu
posicionamento sistematico.

Familia atual Subfamilias Geéneros

Euphorbiaceae s.s. Acalyphoideae Acalypha, Alchornea, Aparisthmium,
Bernadia, Chaetocarpus, Dalechampia,
Ditaxis, Romanoa, Tragia.

Crotonoideae Aleurites, Cnidoscolus, Croton, Hevea,
Jatropha, Manihot, Pausandra, Ricinus

Euphorbioideae Actinostemon, Algermonia, Chamaesyce,
Euphorbia, Mabea, Maprounea, Poinsettia,
Sapium, Sebastiania, Stillingia.

Fonte: WURDACK, 2005; LUCENA e ALVES, 2010.
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3.1.1 Potencial econdmico

Na alimentacdo humana destaca-se a espécie Manihot esculenta Crantz, da qual é extraida a
farinha de mandioca (CORREA et al, 2002), outras foram protagonistas da economia brasileira
durante o século XIX e XX como as espécies dos géneros Hevea Aubl. (Seringueira), das quais se
extraiam o latex utilizado para a producdo de borracha natural (RIBEIRO et al, 2004). Espécies do
género Cnidoscolus se destacam pelo potencial forrageiro que possibilita a manutencdo dos animais
em regime de pastejo na Caatinga, principalmente nos periodos de estiagem (CANDEIA, 2005).
Outros exemplos de espécies com potencial econdémico sdo: mamona (Ricinus communis L.), coroa-
de-cristo (Euphorbia milii Des Moul.), pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), marmeleiro (Croton
blanchetianus Baill), quebra-faca (Croton micans Mill. Arg.), velame (Croton heliotropiifolius

Kunth) e urtiga (Cnidosculos urens (L.) Arthur).

3.1.2 Toxicidade relacionada a familia Euphorbiaceae

Muitas espécies da familia Euphorbiaceae estdo envolvidas em casos de intoxicacdo em
humanos e animais. Um levantamento de dados realizado em um hospital na cidade de Ribeirdo
Preto — SP, entre 1995 e 2005, concluiu que de todos os casos de intoxicacGes por vegetais
registrados, 22% eram relacionados a um representante desta familia, deste percentual, 68%
causados pela Jatropha curcas (pinhdo-paraguaio), 20% pela Ricinus communus L. (mamona) e
12% pela Euphorbia milii Des Moul. (coroa-de-cristo) (OLIVEIRA, 2007).

Outro exemplo é a mandioca, tradicionalmente utilizada na alimentagéo em vérios paises. O
consumo da mandioca brava (Manihot esculenta Crantz) esta associado a problemas neurol6gicos
crénicos em alguns paises africanos principalmente em pessoas com deficiéncia de aminoacidos
sulfurados (CAMPOS et al., 2016; BOTHA & PENRITH, 2008).

3.2 GENERO CNIDOSCOLUS

O género Cnidoscolus Pohl inclui cerca de 70 espécies, distribuidas somente na América
tropical e situadas, principalmente, no México e Nordeste do Brasil, (PEIXOTO SOBRINHO et al.,
2012; GOMES et al., 2014; MOURA et al., 2019). Este género foi sugerido por Pohl (1827) para
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incluir espécies que apresentavam apenas um verticilo no perianto e tricomas urticantes. Porém, o
género Cnidoscolus ndo foi aceito por botanicos posteriores como Miiller (1865; 1866; 1873), Pax
(1910), Pax & Hoffmann (1914) e Croizat (1943) que preferiram trata-lo como se¢@o ou subgénero
de Jatropha L. Apds os trabalhos de Pax & Hoffmann (1924; 1931), que revalidaram a maioria das
espécies, Cnidoscolus passou a ser reconhecido por grande parte dos demais taxonomistas,
evidenciando diferencas notaveis quando relacionado ao género Jatropha. Sua principal
caracteristica é a presenca de tricomas urticantes que quando estimulados em contato com a pele
podem provocar fortes dores localizadas (MELO e SALES, 2008).

Também existem casos relacionados ao potencial toxico de espécies que compdem este
género. No estudo de Oliveira e colaboradores (2008) foi relatado por produtores da regido
semiarida de estados no Nordeste, intoxicacdo em caprinos pela espécie C. phyllacanthus apos
ingestdo de suas folhas. A toxicidade foi proporcional a quantidade consumida e ao grau de
amadurecimento das mesmas, quanto maior a quantidade e mais frescas se encontravam as folhas,
mais intensos foram os sinais clinicos de intoxicacdo levando inclusive um animal ao 6bito.

Essa elevada toxicidade se da pela presenca de glicosideos cianogénicos que possuem 0
acido cianidrico (HCN) compondo suas estruturas. Esses metabolitos secundarios atuam como
substancias de defesa da planta (SANTOS et al., 2005) e sdo capazes de liberar &cido cianidrico por
meio de reacOes de hidrdlise (JUFFO et al., 2012).

Ha também relatos da presenca de glicosideos cianogénicos nas espécies C. chayamansa
(GONZALEZ-LAREDO et al., 2003); C. texanus, (SEIGLER e BLOOMFIELD, 1969) e C.
aconitifolius (KUTI e KONURU, 2006).

Espécies deste género também podem ser empregadas de outras formas, seu uso medicinal
como agente antitumoral e anti-inflamatorio para o sistema génito-urinario, antisséptico, no
tratamento de hematomas, fraturas, feridas, verrugas, disenteria, apendicite e reumatismo, como
analgesico e antibiotico (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012; GOMES et al., 2015). Extratos,
fragbes ou compostos isolados de Cnidoscolus apresentaram atividades como antioxidante, anti-
inflamatério, antibacteriana, hipoglicémica, hepatoprotetora, hipocolesterolémica, citotdxica e
antianémica (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2018). Agra e colaboradores (2008) estudaram o perfil
anti-inflamatdrio do extrato etandlico de C. urens, C. quercifolius e C. infestus e verificaram forte

efeito anti-inflamatorio topico.
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Senjobi (2011), constatou a presenca de alcaloides, saponinas, taninos e glicosideos
cianogenéticos no extrato etandlico das folhas de C. aconitifolius. Flavonoides, triterpenos e
diterpenos representam as principais classes de metabdlitos secundarios que foram isolados no
género (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2018).

Outros metabolitos encontrados foram as cumarinas, as xantinas e as antocianinas
(TAVARES e AMORIM, 2010). No estudo de Peixoto Sobrinho e colaboradores (2012) com
extratos metandlicos das cascas de C. urens, C. infestus, C. quercifolius e C. pubescens, foi
confirmada a presenga de antocianinas, derivados antracénicos, antraquinonas, cumarinas,
flavonoides, esteroides, lignanas, saponinas, taninos, terpenoides e xantinas. Os terpenoides e

cumarinas estavam presentes em todas as espécies.

3.3 CNIDOSCOLUS QUERCIFOLIUS POHL.

A espécie Cnidoscolus quercifolius Pohl (Figura 1), anteriormente classificada como
Jatropha phyllacantha variacdo quercifolia Mill. Arg (TROPICOS®, 2019). E uma arvore
tipicamente xerofila, irregularmente esgalhada, lactescente; floresce durante um longo periodo do
ano; suas folhas sdo longas, grossas, lanceoladas, recortadas, com pequenos actleos no limbo
(DRUMOND et al., 2007), dotada ou ndo de espinhos urticantes (CAVALCANTI etal., 2011). Com
raizes tuberculadas, sementes oleaginosas, folhas secas e cascas ricas em proteinas. Em solos de
baixa fertilidade, se apresenta com um porte arbustivo, enquanto que em solos mais férteis se
desenvolve em &rvores de até cinco metros de altura (DUQUE, 1980).

Conhecida popularmente como faveleira, faveiro, mandioca brava, leiteira-de-espinho e
urtiga de mamao (DANTAS, 2002), é encontrada em todos os estados do nordeste brasileiro até o
norte de Minas Gerais, principalmente nas regides da caatinga e do sertdo (OLIVEIRA JUNIOR et
al., 2018).

As folhas maduras assim como a casca da faveleira servem de forragem para animais. Suas
sementes tém grande importancia na producao de 6leo alimenticio de alto valor energético e farinha,
além de ser uma alternativa para a producéo sustentavel e racional de biodiesel. Por ser uma planta
resistente a seca, também é indicada no reflorestamento de &reas degradadas (DUQUE, 1980).

Na medicina popular usa-se o decocto e 0 macerado da casca do caule contra inflamagGes
dos ovarios e da prostata (AGRA et al., 2008) e contra dor de dente (ROQUE et al., 2010). A casca
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é também utilizada como antibidtico natural, em casos de infec¢do com secrecdo, ulcera estomacal,
feridas e inflamacdo (ZAGO, 1998). Possui acdo antirreumatica, anti-hemorragica, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, expectorante, homeostéatica e cicatrizante (MATOS, 2002).

Na semente sdo encontradas substancias como o0leos, proteinas (albumina), taninos,
amidos, aminoacidos, triterpenoides, mucilagem, oxalato de célcio, matéria graxa, dentre outros
(LORENZI e MATOS, 2002). A casca contém albumina, fendis, flavonoides, xantonas e saponinas
(DANTAS, 2002).

Os estudos de Oliveira Junior e colaboradores (2017) resultaram na identificacdo de
diterpenos (sandaracopimaradieno, 13-metil-17-norcaurl5-eno, caur-16-eno e deidroabietano),
triterpenos (lupeol e diplopteno), flavonoides (rutina e apigenina), dos triterpenos lupeol-34-O-
cinamato e lupeol-34-O-dihidrocinamato, o hexanoato de lupeol, filacantona e favelanona do extrato
do caule de C. quercifolius.

Gomes et al. (2014) avaliou o efeito antinociceptivo do extrato etanélico das cascas e folhas
de C. quercifolius em camundongos por diversas metodologias, com os resultados obtidos os autores
atribuiram aos extratos a capacidade de inibir a liberacdo de mediadores inflamatorios, como
prostaglandinas e histamina, demonstrando que suas propriedades antinociceptiva e anti-

inflamatoria corroboram seu uso popular para tratar a dor e a inflamacao.



Figura 1. Partes de Cnidoscolus quercifolius Pohl.

Fonte: Propria.
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3.4 TECNICAS ANALITICAS

3.4.1 Termogravimetria (TG)

E a técnica termoanalitica que acompanha a perda e/ou ganho de massa da amostra em
funcdo do tempo ou da temperatura. J& a Termogravimetria Derivada (DTG), nada mais € do que
um arranjo matematico, no qual a derivada da variacdo massa em relagdo ao tempo (dm/dt) é
registrada em funcéo da temperatura ou tempo (DENARI & CAVALHEIRO, 2012).

No intuito de melhorar a avaliacdo e visualizacdo das curvas de TG, foram desenvolvidos
equipamentos capazes de registrar automaticamente a derivada das curvas de termogravimetria,
auxiliando a esclarecer cada passo, uma vez que as mesmas apresentam picos relacionados a cada
etapa de variagdo de massa, permitindo uma melhor precisdo no intervalo de temperatura, indicando
a temperatura em que a velocidade de decomposicdo é maxima (FERREIRA, 2012; MOTHE &
AZEVEDO, 2002).

O equipamento que realiza a analise termogravimétrica é basicamente composto pela
termobalanca, que permite a pesagem continua de uma amostra em funcéo da temperatura a medida
que ela é resfriada ou aquecida. Seus principais componentes sdo: balanca registradora, forno,
suporte de amostra e sensor de temperatura, programador de temperatura do forno, sistema
registrador e controle da atmosfera do forno, de acordo como observado na Figura 2 (DENARI &
CARVALHEIRO, 2012).

Figura 2. Diagrama de equipamento de Termogravimetria
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Fonte: Adaptado de DENARI & CAVALHEIRO, 2012.
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Dentre as diversas aplicacGes da Termogravimetria pode-se citar: estudo da decomposi¢ao
térmica de compostos organicos, inorganicos e de substancias poliméricas; destilacdo e evaporacao
de liquidos; determinacao da velocidade de evaporacgéo e sublimacéo; estudo de cinética de reacao
e determinacgdes de pressao de vapor e calor de vaporizagdo (CREMASCO & NAZARENO, 2011;
SILVA et al., 2007).

Em seus estudos Santana (2013) utilizou Termogravimetria (TG) e Calorimetria Diferencial
Exploratoria (DSC) para caracterizar os extratos hidroalcodlicos nebulizados das cascas de Ximenia
americana L. e Schinopsis brasiliensis Engl. Verificando que para X. americana as curvas de TG
mostraram trés processos de decomposi¢do térmica dos compostos do extrato, com residuo mineral
de 39,71%. E para o extrato de S. brasiliensis, as curvas de TG também apresentaram trés processos

de decomposicdo térmica, com residuo mineral de 37,58%.

3.4.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, em geral, realiza analises
na regido do infravermelho médio (400 a 4000 cm-1), uma vez que todas as moléculas possuem
frequéncias de absor¢do nessa faixa. Quando passa por uma molécula, a radiacdo de infravermelho
gera ondas com comprimentos de absorcdo diferentes, causando vibracGes em suas diferentes
ligacBes quimicas, como alongamento, contracdo e dobra (SANTANA, 2013).

Assim como outros processos de absorcéo, o infravermelho € um processo quantizado e se
aplica a moléculas da mesma forma que as impressdes digitais se aplicam aos seres humanos, visto
que os padrBes de absorcdo de moléculas diferentes jamais serdo idénticos. Como também o
espectro de infravermelho pode fornecer informac@es que ajudam a esclarecer sua prépria estrutura
(PAVIA, 2012).

Esta técnica vem sendo amplamente utilizada como uma alternativa rapida e eficiente em
andlises de adulteracdo em produtos de diversos segmentos, como farmacos (SILVA et al., 2012),
alimenticios (KARTHEEK et al., 2011) adultera¢Ges por dleos vegetais de menor valor nutricional
(SOUZA, 2018), frutas e vegetais (NICOLAI et al., 2007), para controle de qualidade de leite e
derivados (SANTOS; PEREIRA-FILHO; RODRIGUEZ-SAONA, 2013), dentre outros.
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3.4.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) acoplada a Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS)

A microscopia eletrdnica de varredura € utilizada em varias areas de conhecimento, 0 uso
desta técnica vem se tornando cada vez mais frequente por fornecer informacdes de detalhes, com
aumentos de até 300.000 vezes, surgiu comercialmente em 1965 e desde entdo tornou-se
indispensavel em muitos tipos de pesquisa. (DUARTE et al., 2003).

Possibilita investigar a superficie de amostras com magnificagdes da ordem de centenas de
milhares de vezes. Além disso, também permite a realizacdo de microanalises por espectroscopia
de energia dispersiva (EDS), que possibilita a identificacdo e mapeamento dos elementos quimicos
presentes no material (CETENE, 2019).

A imagem se forma por um feixe de elétrons de pequeno diametro que explora a superficie
da amostra por linhas sucessivas e transmite o sinal do detector a uma tela sincronizada com a do
feixe incidente. Por um sistema de bobinas de deflexdo, o feixe é guiado de modo a varrer a
superficie da amostra segundo uma malha retangular (Figura 3) (DEDAVID et al., 2007).

Pode ser aplicada na industria téxtil, materiais de constru¢do, metalurgia, mineracg&o,
industrias de corantes/pigmentos, farmacéutico, cosméticos, quimico e petroquimico, criminalistica.

Analises de materiais biologicos, plantas, fungos, bactérias, ossos e dentes (CETENE, 2019).

Figura 3. Esquema de funcionamento do microscopio eletronico de varredura

Y ————— fonte de elétrons

e

I I/ deflector

— i

lente objetiva

lente condensadora

e 5
amostra \ a—

detector

microscopio eletrénico de varredura

Fonte: Adaptado de DEDAVID et al., 2007
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3.5 METABOLITOS SECUNDARIOS ISOLADOS NA ESPECIE

O metabolismo secundario pode ser visto como a producdo de compostos com funcdes
especificas para o organismo: defesa contra herbivoros, ataque de patdgenos, competicdo entre
plantas e atracdo de organismos benéficos como polinizadores, dispersores de semente e micro-
organismos simbiontes.

Possuem também acéo protetora em relacdo a mudancas de temperatura, contetdo de agua,
niveis de luz, exposicdo aos raios ultravioleta, deficiéncia de nutrientes minerais, reproducédo e
outras ainda nem elucidadas (JAKIEMIU, 2008; TONIAL, 2014). N&o possuem uma distribuicdo
universal e, por isso, esses compostos podem ser utilizados em estudos taxonémicos (JAKIEMIU,
2008).

Dependendo da necessidade do composto secundério, a habilidade em produzi-lo pode ser
finalizada ou interrompida temporariamente, podem ainda se apresentar em baixas concentracGes
e/ou grupos de plantas especificos, representando dessa forma um papel importante na interacdo das
plantas como o meio ambiente (TONIAL, 2014).

Estes metabolitos passaram a ser explorados, principalmente na area quimica, medicinal,
alimenticia e econdmica, j& que se comportam como substancias antibidticas, pigmentos, toxinas,
feromonios, enzimas inibidoras, agentes imunomoduladores, agonistas, antagonistas, antitumorais,
promotores de crescimento de planta e animais, entre outras atividades (OKAFOR, 2007).

Sua biossintese pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, pela via do acido
chiquimico e o acetato. O primeiro origina os aminoacidos aromaticos precursores da maioria dos
metabdlitos secundarios aromaticos. Alguns metabolitos ndo derivam apenas de um desses
intermediarios, assim como das combinacdes resultantes de uma unidade de acido chiquimico e uma
ou mais unidades de acetato ou derivados deste, como no caso das antraquinonas, flavonoides e dos
taninos condensados (SIMOES et al., 2010).

3.5.1 Porfirinas
As porfirinas sdo compostos macrociclicos conjugados cujo ndcleo base é constituido por

quatro anéis pirrdlicos unidos entre si por pontes metinicas (Fig. 4, p. 31), consistem em moléculas

fotossensibilizadoras que quando irradiadas com luz absorvem radiagéo da regido do visivel. Dos
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seus derivados mais importantes destaca-se a clorofila, definida como uma clorina quelatada com

magnésio e esta relacionada com os processos fotossintéticos das plantas (SMITH, 2000).

Figura 4. Estrutura base do nucleo porfirinico

Fonte: ChemBioDraw Ultra

A clorofila ao sofrer perda do magnésio em meio acido da origem as feofitinas, as quais por
sua vez, sdo hidrolisadas na porc¢éo éster por acdo da clorofilase, produzindo o feoforbideo A e fitol
(STREIT et al., 2005), como pode ser observado na figura 3.

Esses compostos possuem grandes potencialidades bioldgicas associadas a versatilidade
estrutural, possibilitando estudos que visam sua utilizagdo particularmente na area do diagnostico e
tratamento de carcinomas (PURRELLO et al., 1999; TIAN et al., 1998; CARRE, 1999) e utilizacdo
em terapias fotodindmicas (BASTOS et al., 2012).
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Figura 5. Biossintese das feofitinas e feoforbideos.
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Fonte: Adaptado de Lanfer-Marquez, 2003

3.3.2.  Acido Cinamico

Originado de plantas superiores, quimicamente consiste de um acido graxo aromatico
composto de um anel fenil substituido por um grupo de &cido acrilico, que normalmente é
encontrado na configuracao trans (Figura 4), também denominado como &cido 3-fenil-2-propendico
(LIU et al, 1995). Pertence ao grupo das auxinas, horménios vegetais responsaveis por regular o

crescimento e a diferenciacdo celular, e alguns de seus derivados desempenham um importante
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papel na defesa da planta contra o ataque de microrganismos e insetos (EKMEKCIOGLU et al

1998; NIERO, 2010).
Figura 6. Estrutura do &cido cinamico.

o
X OH

Fonte: ChemBioDraw Ultra

E originado biossinteticamente a partir da fenilalanina, pela acdo da fenilalanina amonialiase

que perde sua molécula de amonia, formando o acido cinamico. Este por sua vez é precursor da
maioria dos compostos classificados como fenilpropanoides, as unidades formadoras dos compostos

fendlicos mais complexos como lignoides e cumarinas (Fig. 5, p. 33) (SIMOES et al., 2010)
Este composto tem despertado o interesse de diversos grupos de pesquisa por possuir uma

ampla atividade terapéutica, varios estudos tém sido realizados a fim de comprovar ou entender suas
propriedades, entre elas: antimicrobiana, antioxidante, anticancerigena e imunomoduladora

(NUNES, 2016).
Figura 7. Biossintese do acido cinamico
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37

3.3.3. Glicosideos Cianogénicos

A estrutura basica dos glicosideos cianogénicos inclui um nicleo de carbono ligado a um
grupamento CN e dois grupos substituintes (R1: um grupo metila ou um grupo fenila ou p-
hidroxifenila e R2: mais comumente pode ser um hidrogénio, mas também pode ser um grupo metila
ou etila) e ligados a um agucar, monossacarideo ou dissacarideo por uma ligacdo glicosidica
(CRESSEY e REEVE, 2019).

Nas plantas, estes compostos sdo armazenados em vacuolos, e tem papel de atuar
principalmente no seu sistema de defesa (GANJEWALA et al., 2010). A maioria é derivada de cinco
aminoacidos hidrofébicos: valina, leucina, isoleucina, fenilalanina e tirosina (POULTON, 1990;
OWUAMANAM, 2010), como exemplificado na figura 6.

Figura 8. Sintese de um glicosideo cianogénico a partir do aminodacido valina
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Fonte: adaptado de CRESSEY e REEVE, 2019.

Os glicosideos cianogénicos sdo amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo produzidos
por mais de 2.600 plantas, muitas espécies alimenticias sdo cianogénicas: mandioca, feijao, cana-
de-acucar, aveia e vagem (LEAO, 2013). Na mandioca sdo cerca de 95% de linamarina e 5% de

lotaustralina (Figura 9), distribuidos de forma variavel nas diferentes partes da planta
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(BRADBURY; DENTON, 2010). No género Cnidoscolus, a linamarina ja foi isolada na espécie C.
texanus, por Seigler e Bloomfield (1969), identificada e quantificada em C. aconitifolius e C.
chayamansa por Kuti e Konuru (2006) e é considerada o tipo predominante nas espécies deste

género.

Figura 9. Estruturas dos glicosideos cianogénicos: linamarina e lotaustralina
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Fonte: ChemBioDraw Ultra

Por meio de uma reacéo de hidrolise ocorre a liberagcdo do grupamento na forma de cianeto
(HCN), esse mecanismo ¢é o responsavel pela toxicidade conhecida desta classe de compostos
((FSANZ, 2004; SPEIJERS, 1993). O HCN liberado ¢é rapidamente absorvido no tudo digestivo e
distribuido para os tecidos através da corrente sanguinea (TOKARNIA et al., 2000), bloqueando
assim diversos complexos enzimaticos, sendo que 0 mecanismo primario de acéo relaciona-se com
a inibicdo da enzima citocromo-oxidase e seu local de agdo é o ferro. da metalo-porfirina (FUKAMI
1976, GOMES 1980, BURROWS 1981). Como a absor¢do do HCN é répida, os sinais de
intoxicacao cianidrica aparecem logo ap6s ou mesmo durante a ingestdo da planta.

Estudos envolvendo aplicacdo medicinal da linamarina, baseiam-se principalmente na
utilizacdo do seu poder toxico. Segundo Cereda (2003), a base desta teoria esta na acao detoxificante
pela enzima rodanase. As células humanas normais tém rodanase e conseguem se defender do
cianeto, mas células cancerosas ndo possuem rodanase e sdo alvos preferenciais do cianeto. Li e
colaboradores (2010) realizaram um estudo utilizando um sistema linamarinase/linamarina
adenovirus recombinante (Ad-lis/lin) para verificar a capacidade de inibicdo do hepatocarcinoma
celular (HCC) em ratos. O resultado demonstrou que o sistema Ad-lis/lin pode proporcionar uma

forma viavel e eficaz para o tratamento de HCC, além de ndo ter apresentado citotoxicidade
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consideravel. No entanto, apesar destes resultados promissores, outras pesquisas se fazem
necessarias para avaliar o potencial desta estratégia.

Girald e colaboradores (2011) também realizaram um estudo com ratos no combate as
neoplasias, utilizando o sistema de entrega linamarinase/linamarina/glicose oxidase — lislin/GO no
combate ao Glioblastoma Multiforme (GBM), por meio de um xenotransplante no cérebro dos ratos.
O resultado foi em partes positivo pois houve eliminacao dos tumores cerebrais pelo sistema, porém

a dose do coquetel terapéutico foi toxica ao animal.

3.3.4. Terpenoides e esteroides

Os terpenos sdo compostos que ocorrem em todas as plantas e compreendem uma classe de
metabdlitos secundarios com uma grande variedade estrutural (RAVEN et al., 2001; JAKIEMIU,
2008). Possuem larga distribuicdo entre o reino vegetal, especialmente nas plantas clorofiladas
(FILHO, 2011).

O termo terpenoides é designado para definir todas as substancias cuja origem biossintética,
deriva de unidades de isopreno, pela via do acido meval6nico (Fig. 8, p. ). De acordo com 0 nimero
de unidades de isopreno, os terpenoides sdo classificados em hemiterpenos CsHg, monoterpenos
CioH1s; sesquiterpenos CisHaa; diterpenos CaoHsz; sesterpenos CasHao; triterpenos CaoHas aos quais
os esteroides estdo intimamente relacionados e, a partir de oito unidades, temos os politerpenos
(DEWICK, 2002). Podem ainda ser divididos em quatro classes: triterpenos; esteroides (triterpenos
gue tem como estrutura base o ciclopentanoperidrofenantreno, ocorrendo na forma livre ou
glicosilados); saponinas (glicosideos esteroidais com acao surfactante e propriedades hemoliticas)
e os glicosideos cardioativos (OLEA; ROQUE, 1990).

Os monoterpenos (Cio) e sesquiterpenos (Cis), com estruturas terpénicas de menor massa
molecular, apresentam volatilidade acentuada e essa ultima caracteristica, por sua vez, apresenta
grande importancia para o aroma dos produtos naturais, particularmente de frutas citricas, ervas
aromaticas, especiarias e condimentos (FELIPE e BICKAS et al., 2017).

Os diterpenos (C2g) compreendem um grande grupo de compostos ndo volateis, possuindo
uma vasta gama de atividades diferentes que incluem os horménios, acidos resinicos e agentes
anticancerigenos (CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003).
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Os triterpenos (Cso) formam os componentes das resinas, latex, ceras e cuticula das plantas.
Entre os triterpenos estd uma importante classe de substancias, os esteroides, 0s quais sdo
componentes dos lipidios de membrana e precursores de hormonios esteroides em mamiferos,
plantas e insetos. Uma outra classe importante de triterpenos séo as saponinas. Como o proprio
nome indica, as saponinas sdo prontamente reconhecidas pela formacdo de espuma em certos
extratos vegetais (PERES, 2004).

Figura 10. Biossintese de terpenos.
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Fonte: Adaptado de TAIZ E ZEIGER, 2004.

Dentre suas atividades biologicas tém-se o desenvolvimento e controle do sistema reprodutor
humano, atuam como precursores da vitamina D, dos anticoncepcionais orais, anabolizantes e anti-
inflamatdrios (ROBBERS et al., 1997).

Os triterpenos vém despertado grande interesse em pesquisas devido a diversas propriedades

medicinais, tais como anti-inflamatéria, antibacteriana, antifingica, antiviral, antitumoral,
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antidiabética, antiulcerogénica, anticariogénica, hepatoprotetora, neuroprotetora, antiparasitica,
analgeésica e antioxidante (COLOMA et al., 2011).

Além dessas propriedades citadas, 0 campo da nanociéncia e quimica supramolecular
também tem demonstrado grande interesse, como no caso do triterpeno pentaciclico triidroxilado
do tipo oleanano (acido arjundlico), bem como seus derivados alquilicos e arilicos que tem sido alvo
de estudos nessa area. A capacidade desses compostos de gelificar quando em contato com solventes
organicos em baixa concentracdo tem aberto a possibilidade de emprega-los em diversas areas, tais
como, fotografia, liberacdo de drogas no organismo, industria alimenticia, cosméticos,
hidrometalurgia e indUstria de lubrificantes (BAG et al., 2009; SETH et al., 2011).
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4. METODOLOGIA

4.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

Foram utilizadas as folhas da espécie C. quercifolius, coletadas no Campus | da Universidade
Estadual da Paraiba, localizado na cidade de Campina Grande — PB (7° 127°36.3” S / 35° 54°51.9”
W), em junho de 2014. A espécie foi identificada e uma exsicata depositada no Herbario JPB -
Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba sob o n® 61.260. A matéria-prima vegetal
foi lavada, submetida a secagem em estufa de circulagdo de ar (Nova Etica) ndo ultrapassando 40°C

e micronizada a p6 usando moinho de facas.

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA DROGA VEGETAL

4.2.1 Termogravimetria

A anélise termogravimétrica do p6 das folhas de C. quercifolius foi obtida em uma
termobalanca modelo TGA-50H da Shimadzu, sob razéo de aquecimento de 10° Cmin em faixa de
temperatura de 25° C a 900° C e sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mLmin). Os calculos

de perda de massa foram realizados com auxilio do programa Tasys 60 da Shimadzu®.

4.2.2 Anélise de Infravermelho

As andlises de FTIR foram realizadas em faixa de absorcdo de 4000 a 400 cm™, utilizando
um aparelho Bruker-Vertez 70. Posteriormente, as curvas foram plotadas usando o programa Origin

versao 8.0.

4.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura acoplada a Espectroscopia de energia dispersiva

O material vegetal foi submetido a analise por microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
juntamente com a analise quimica quantitativa por espectrometria de energia dispersiva (EDS)

utilizando o equipamento Phenom ProX.
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4.3 PREPARACAO E PARTICAO DO EXTRATO.

A producéo do extrato etandlico bruto (EEB) se deu pelo processo de maceracao exaustiva,
utilizando etanol 96% como solvente, renovado a cada 72 horas, até o clareamento do mesmo. O
extrato obtido foi submetido ao processo de rotaevaporacdo em temperatura inferior a 50° C, para
eliminacdo do solvente.

Para o fracionamento do EEB foi realizada uma particdo liquido:liquido com solventes em
grau crescente de polaridade. Onde 100 gramas do EEB foram dissolvidos em uma solugéo de
MeOH:H2O (7:3), e a partir desta ocorreram as particbes com hexano (Hex), diclorometano
(CH2Cly), acetato de etila (AcOEt) e n-butanol obedecendo a esta ordem e obtendo as respectivas

fases particionadas (FP), conforme descrito no Esquema 1.

Esquema 1. Producéo e particdo do EEB das folhas de C. quercifolius

Material Seco e Pulverizado
(500 g)

EtOH 96%

Rotaevaporacio

EEB (105,3 g)

I I

Fase Fase Fase Fase Fase
Hexano CH,Cl, AcOEt N-Butanol MetOH:H,0
(26,16 g) (48,9 2) (1,16 g) (5,56 g) (18,29

Fonte: Propria.
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44 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DO EEB
4.4.1 Screening fitoquimico

No screening fitoquimico foi avaliada a presenca de alcaloides, esteroides/triterpenoides,
fenois, flavonoides, polissacarideos e taninos. Os testes foram realizados por metodologia descrita

por Barbosa (2001); Peixoto Sobrinho et al. (2012) e especificados na tabela 2.

Tabela 2. Pesquisa de metabolitos secundarios em C. quercifolius.

Metabdlito secundario Reagente
Alcaloides Dragendorff; Mayer; Bouchardat;
Esteroides/Triterpenoides Liebermann-Buchard
Fenois Solucéo alcéolica de FeClz a 1%
Flavonoides Shinoda; oxalo-borico
Polissacarideos Lugol
Taninos Solucéo alcéolica de FeClz a 1%

Fonte: Barbosa (2001); Peixoto Sobrinho et al. (2012)

4.4.2 Determinacdo do teor de metabolitos secundarios

A determinagdo do teor de polifendis totais, flavonoides e taninos condensados foi
realizada por espectrofotometria na regido UV, ambos os métodos avaliaram a absorbancia das
solucdes preparadas do extrato, definidas em metodologias especificas, frente a absorbancia de
solucdes com reagentes padronizados, as quais expressaram os resultados baseados na concentracao
do metabolito secundario por miligramas equivalentes do reagente padrdo. Inicialmente se obteve
uma curva de calibracgdo, especifica para cada metabdlito, feita a partir de uma solucéo do reagente
padréo referente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e tratados estatisticamente por
ANOVA (p < 0,005).

4.4.2.1 Teor de polifendis totais

Seguindo o método descrito por Chandra & Mejia (2004) com adaptacdes, foi adicionado

1 mL da solugdo aquosa do EEB (500 ugmL™) em 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 1N. Esta
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mistura permaneceu em repouso por 2 minutos. Posteriormente a este periodo, foi adicionado 2 mL
de uma solugéo aquosa de Na>COs a 20% (p/v), com novo repouso de 10 minutos. Em seguida, foi
realizada a leitura da absorbancia a 757 nm em espectrofotdmetro frente a um branco composto por
agua destilada, reagente de Folin-Ciocalteau e solucdo de Na>COs a 20%.

Para a obtengdo da curva analitica, uma solucdo padrdo de &cido galico foi preparada nas
concentragdes de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 pg mL™,

4.3.2.2. Teor de flavonoides

Seguindo 0 método descrito por Meda et al. (2005), o EEB (2000 pg mL™) foi solubilizado
em 5 mL de metanol, sendo adicionado 0 mesmo volume de uma solugdo (em metanol) de AIClz a
2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10 minutos antes da leitura da absorbancia a 415
nm, frente a um branco composto pela solucdo metanélica de AICls,

A curva de calibracdo foi construida a partir da solucdo do padrdo quercetina em
concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 pg mL™.

4.3.2.3. Teor de taninos condensados

Este metabolito foi quantificado utilizando o método de Makkar e Becker (1993), no qual
a amostra do EEB (500 pug mL™) foi adicionado 3 mL de uma solugdo de catequina (4% p/v em
metanol); em seguida foi adicionado 1,5 mL de HCI concentrado (37%) a esta solucdo. A reacédo
ocorreu em tubos de ensaio, no banho-maria a cerca de 22° C. A leitura foi realizada a 500 nm,
frente a um branco composto pela solugdo de catequina e HCI em etanol:agua 50% (v/v).

A curva de calibragéo para este ensaio foi obtida a partir das solu¢des nas concentragdes
de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ug mL* do padréo catequina.

45 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO E ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS
As fases particionadas obtidas foram submetidas a cromatografia em coluna (CC) usando-

se silica gel (Macherey-Nagel) como fase estacionaria e 0s solventes hexano, diclorometano, acetato
de etila e metanol puros e em diversas propor¢des como fase mdvel. As fracbes foram analisadas
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comparativamente em cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) utilizando diversos
sistemas de eluicdo e reunidas, quando semelhantes, mediante o uso de sistemas reveladores como
luz ultravioleta, em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm) e/ou vapores de iodo sublimado.
Algumas fragdes que apresentaram fatores de retencdo (RF) muito proximos quando analisadas em
CCDA e foram eluidas em CCDP (Cromatografia em Camada Delgada Preparativa) visando a
separagdo dos mesmos.

O fracionamento da fase diclorometano foi realizado por cromatografia em coluna,
utilizando 40 g da amostra, tendo como fase estacionaria silica gel e como fase mével os solventes
hexano, CH.Cl,, AcOEt e MeOH puros ou em misturas binarias por ordem crescente de polaridade.
Foram obtidas 135 fracdes reunidas por semelhanca de RF conforme verificado em CCDA e descrito
no Esquema 2. Seguiu-se 0 mesmo procedimento para a fase hexanica, utilizando 20 g, obtendo-se

63 fracOes, conforme representado no Esquema 3.

Esquema 2. Fracionamento da fase diclorometano

Fase diclorometano
(CD

CC em silica gel

!

135 fragdes ||

[ Fragdes 11-12 ] [ Fragoes 13-23 ] [ Fracdes 40-41 ] [ Fragoes 70-81 ]

7.9 mg - : ~
CCDP CCDP c C1;1g1 sephadex Recristalizagio
CHCl;:MetOH (1:1) em CHCl,
M 6 fragdes v
Cqg-1 ¢ Cq-2 Cq-3eCq4 Cq-6
(12,1 mg) (9,2 mg) Fracao 12-13 (*13¢)

CC em sephadex
CHCl,:MetOH (1:1)
16 fragdes

Fragdo 4-6
Cq-5 (5,9 mg)

Fonte: Propria
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Esquema 3 Fracionamento da fase hexanica

Fase hexanica
(C2)

CC em silica gel

k.

67 fracoes ]

l CCDA

2.1 racio 25

971.1 mg

CC em silica gel Recristalizagio MetOH
12 fragdes
Fracdo 2-6

Cqg-9 e Cg-10
Cq-7 ¢ Cq-8 (17 mg)

(100,3 mg)

—
)

Fonte: Propria

4.6 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS

As identificacdes estruturais dos constituintes isolados foram realizadas pelas técnicas
espectroscopicas de Infravermelho (IV) utilizando o equipamento Perkin-Elmer, FT-IR-1750 em
pastilhas de KBr com frequéncia medida em cm™. Espectrometria de massa (ESI/MS) modelo
Amazon-X, da marca Bruker e Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de
'H e 13C) utilizando o equipamento da Varian operando em 200 e 500 MHz e o Oxford operando
em 400 MHz. As analises foram realizadas no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos

(IPeFarM) na Universidade Federal da Paraiba.



49

4.7 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

4.7.1. Atividade antimicrobiana

O EEB, as fases particionadas (hexéanica, diclorometano, acetato de etila e n-butandlica) e
a substancia Cqg-6 foram sobulizadas em agua destilada e DMSO a 0,5%, obtendo uma concentragao
final de 4000 pug mL* dos trés primeiros e uma concentragéo final de 2000 pg mL™* do produto
isolado.

Os micro-organismos foram provenientes da American Type Culture Collection (ATCC):
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Candida albicans ATCC 76645 e Candida tropicalis ATCC 1369. As cepas foram
estocadas em meios de culturas apropriados, de acordo com as recomendac@es do fornecedor e
reativadas 24 horas antes da execuc¢do dos testes. Os indculos foram preparados e padronizados em
solucdo fisiologica estéril (NaCl 0,9%) com turbidez equivalente ao tubo n° 0,5 da escala McFarland
(CLSI, 2006).

O ensaio foi realizado pela técnica de microdiluicdo em placa (CLSI, 2009), que utilizou
microplacas estéreis com 96 cavidades de fundo chato e tampa. Em cada poco, foi distribuido
assepticamente, 100 uL de Caldo Miieller-Hinton, sendo que na primeira sequéncia de pogos na
vertical foram adicionados 100 pL do produto-teste. Apos as sucessivas dilui¢bes para os demais
pogos, foi adicionado 10 uL do indculo bacteriano em todas as cavidades contendo produtos-teste.
As placas foram fechadas, seladas e incubadas por 37° C/24 h. Apds o periodo de incubacéo, foi
adicionado 20 pL da solug¢ao aquosa de resazurina a 0,01% em cada pogo, indicador colorimétrico
de dxido-reducdo para caracterizar a viabilidade celular, passado o tempo de 2 horas com as placas
em temperatura ambiente procederam-se as leituras. Os pocos com cor azul indicam auséncia de

crescimento e de cor rosa, presenca de crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002).
4.7.2. Atividade hemolitica
O procedimento experimental foi revisto e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

Humana da UEPB (Certificado/CEP/UEPB No. 42778115.7.000.5187), seguindo a metodologia
descrita por Pinto et al. (2012).
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Utilizando sangue do tipo O+, coletado de voluntario adulto e sadio, colocado em tubo com
EDTA. O plasma foi retirado apos centrifugacdo a 2500 rpm por 5 minutos, posteriormente, a
suspensdo de hemacias foi lavada trés vezes com solucgéo salina a 1% a 2500 rpm por mais 5 minutos
e ressuspendidas em solugdo salina a 1% com o volume final ajustado para 5%.

Em tubos de ensaio colocou-se 1,0 mL da suspensdo de hemacia a 5% juntamente com 1,0
mL das solucdes testes em tipos de concentragdo diferenciadas, onde o EEBe FPem 8 mgmL?e
4 mgmL™ e o composto isolado Cg-6 em 4 mg mL™ e 2 mg mL™, aguardando 1 hora a temperatura
ambiente para que ocorresse 0 processo de hemdlise.

Ap06s o tempo, cada tubo foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante
retirado para leitura em espectrofotbmetro Biosystems BTS-310 no comprimento de onda de 540
nm. Como controle positivo foi utilizado Triton-X 100 e como negativo solucdo salina 1%. A analise

foi realizada em triplicata e o calculo do potencial hemolisante das substancias seguiu a Equacao 1.

_Ae_Ab

Ph = x 100 (Equagéo 1)
A

Ph = Potencial Hemolisante (em porcentagem)
Ae = Absorbéncia do extrato
Ab = Absorbancia do branco (controle negativo)

At = Absorbancia do Triton-X 100 (controle positivo)
4.7.3. Atividade anti-leishmania

Foram utilizados os parasitos da espécie Leishmania (Leishmania) braziliensis
(MHOM/BR/2903), obtidos da Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC), os
quais foram mantidos, in vitro, no Laboratério de Imunologia de Doencas Infecciosas da
Universidade Federal da Paraiba. As formas promastigotas de L. braziliensis foram cultivadas em
meio Schneider® (Sigma, USA), suplementado com 20% de soro fetal bovino (SBF), 1% de urina
humana masculina e antibidticos (penicilina 200 U mL? e estreptomicina 0,1 mg mL™) (Gibco,
BR), mantidos incubados em estufa de demanda bioldgica de oxigénio (B.O.D.) a 26° C. Para

manutencdo da viabilidade celular, as células foram repicadas semanalmente e com o intuito de
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futuras utilizacGes, as células em fase logaritmica de crescimento foram crio preservadas em meio
Schneider suplementado acrescido de 12% de glicerina estéril e mantidas em freezer a -80° C.

A substancia Cg-6 utilizada no estudo, foi solubilizada em dimetilsulféxido (DMSO)
(Mallinckrodt Chemicals, USA) a fim de se obter solugdo-estoque de 20 mg mL™. Em cada
protocolo, as solucdo-estoque foi diluida nos meios de cultura apropriados até atingir as
concentracOes desejadas, ndo ultrapassando a quantidade de 0,2% de DMSO.

Avaliou-se a atividade anti-Leishmania do composto utilizando o teste do MTT (brometo
de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio), (DAS NEVES, 2016). Esse método € baseado na
atividade de enzimas desidrogenases citosolicas e mitocondriais, capazes de reduzir o MTT
(coloracdo amarela) e formar um produto de coloracdo azul, insolivel em &gua, o sal formazan. Em
placa de 96 pogos foram adicionados 100 pL de meio Schneider suplementado e cerca de 1 x 10°
promastigotas por poco. Posteriormente, foi adicionada a substancia-teste em triplicata, previamente
diluida em meio Schneider suplementado para um volume final de 100 puL para cada pogo nas
concentragdes de 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 ug mL™*. Em seguida foi incubada por 72
h em estufa de demanda bioldgica de oxigénio (B.O.D.) a temperatura de 26° C.

Ao final da incubacao, foi adicionado 10 pL de MTT diluido em PBS a uma concentragao
final de 5 mg mL™. A placa foi incubada por mais 4 h em estufa de demanda bioldgica de oxigénio
a 26° C, e em seguida foi adicionado 50 pL de SDS a 10%. A placa ficou em overnight para
dissolucao do formazan e por ultimo, foi realizada a leitura a 550 nm em leitora de placa (Biotek
modelo ELx800). O controle negativo foi realizado com meio Schneider suplementado a 0,2% de

DMSO. O controle positivo foi realizado na presenca de anfotericina B como farmaco de referéncia.

4.7.4. Atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa das substancias Cg-6, Cq-7 e Cg-8 foi realizada de acordo
com o protocolo descrito por Monks et al. (1991). Foram utilizadas até nove linhas celulares
tumorais humanas (Tabela 3), cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer/EUA, e uma linhagem nédo
tumoral humana HaCat (queratindcitos), cedida pelo Prof. Dr. Ricardo Della Coletta
(FOP/UNICAMP). As células foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO BRL)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (GIBCO BRL) e uma mistura de

penicilina:estreptomicina (1000 U mL*:1000 pg mL?, 1%) (meio completo).
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Tabela 3. Linhagens celulares tumorais e ndo tumorais utilizadas nos ensaios de atividade
antiproliferativa in vitro e suas densidades de inoculacéo (D.l.)

. ; - Origem D.l.
Linhagem Orgéao/Doenca
embrionaria (10% cel mL?)
U251 SNC; glioma Ectoderme 4.0
MCF 7 Mama; adenocarcinoma Ectoderme 6,0
NCI-ADR/RES * Ovério; adenocarcinoma Ectoderme 5,0
786-0 Rim; adenocarcinoma Mesoderme 50
NCI-H460 Pulmao; carcinoma tipo nao Endoderme 4,0
pequenas células
PC-3 Préstata; adenocarcinoma Mesoderme 4,5
OVCAR-3 Ovario; adenocarcinoma Mesoderme 7,0
HT-29 Colon; adenocarcinoma Endoderme 5,0
K-562 Medula 6ssea; Leucemia mieloide Mesénquima 6,0
crbnica
HaCaT Pele (queratindcito) / N&o tumoral Ectoderme 4,0

*linhagem resistente a maltiplos farmacos (CellMiner);
**The Global Bioresource Center (ATCC)

As culturas foram plagueadas em microplacas de 96 pogos e incubadas a 37° C numa
atmosfera umidificada com 5% de CO». Apds 24 horas de incubacdo, foram expostas a quatro
concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg mLt) das amostras, diluidas em DMSO/ RPMI (100 pL/
compartimento) e novamente incubadas nas condi¢des estabelecidas anteriormente, s6 que por 48
horas.

Para preparacdo das amostras, uma aliquota de 5-10 mg foi dissolvida em 50-100 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO Synth®). Apds a dissolugo, 50 pL dessa solu¢io mée foi dispersa em 950
uL de meio completo e diluida de forma sucessiva até a obtencdo das concentracdes finais de 0,25;
2.5; 25 e 250 pg mL*. Baseados em estudos anteriores, sabe-se que a concentragdo final de DMSO
ndo interfere na viabilidade celular (DELLA TORRE, 2013). O medicamento quimioterapico
cloridrato de doxorrubicina (Eurofarma) foi utilizado como controle positivo nas concentracdes de
0,025; 0,25; 2,5 ¢ 25 ug mL™.

Ap0s 48 horas de incubacdo, a 37 °C em atmosfera tmida com 5% de CO2, as células foram
fixadas com 50 uL/compartimento de TCA (4cido tricloroacético, Sigma®) a 50% e incubadas por

1 hora em geladeira, a 4° C. Depois de secas a temperatura ambiente, todas as placas foram coradas
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com 50 ul/0,4% (p/v) de sulforrodamina B (SRB Sigma®) dissolvido em acido acético a 1%; e
mantido por 20 minutos a temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas com solucéo de
acido acético a 1% e secas a temperatura ambiente. Finalmente, o corante ligado as proteinas
celulares foi solubilizado com 150 ul Trizma Base (10 uM, pH 10,5) (Sigma®). Uma placa controle,
denominada TO, contendo todas as linhagens tumorais avaliadas no experimento foi fixada com
TCA, nas condic¢es descritas acima, logo ap6s a adicdo das amostras nas placas tratadas, a fim de
determinar qual a quantidade de células presente no inicio do experimento.

A andlise dos resultados foi realizada por leitura espectrofotométrica da absorbancia a 540
nm em um leitor de microplacas (Molecular Devices®, modelo VersaMax). As medias das
absorbancias foram calculadas descontando o valor de seus respectivos brancos e determinou-se o
crescimento (%) de cada linha testada contra as diferentes amostras, pelas férmulas demonstradas
(p.). Os dados de absorbancia foram analisados e reunidos na elaboragdo de gréficos relacionando a
porcentagem de crescimento celular com a concentracdo da amostra. Utilizando o software
OriginPro® 8.0. Calculou-se a regressio linear das curvas obtidas com a porcentagem média de
crescimento e calculou-se Glso (inibigdo de crescimento 50, concentragcdo necessaria para inibir a

proliferacdo celular em 50%), de acordo com a Equacédo 2 e 3.

= Se TA >TO0, amostra citostatica (ou proliferagdo celular estimulada):

, . [TA—TO]
Crescimento (%) = 100 x T1=T0] (Equacio 2)

= Se TA < TO0, amostra citocidada:

[TA—TO]

Crescimento (%) = 100 x [70]

(Equacéo 3)

Sendo:
TA - Média da absorbancia da célula tratada;
T1 - Controle celular;

TO - Controle celular no dia da adi¢do das amostras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.1.1 Perfil Termogravimétrico da droga vegetal

A curva termogravimetrica (TG) (Figura 11) da droga vegetal mostrou a ocorréncia de trés
eventos de perda de massa. No primeiro houve uma perda de 11,2%, essa perda inicial pode ser
relacionada a desidratacdo da droga vegetal e a evaporacdo de constituintes volateis como os 6leos
essenciais (WESOLOWSKI et al., 2003; COSTA, 2010). No segundo evento, houve uma perda
equivalente a 50,9% da massa do material, uma perda significativa, que pode ser atribuida a
decomposicéo térmica de carboidratos e demais compostos organicos presentes na droga vegetal
(WESOLOWSKI et al., 2003; ARAUJO et al, 2006; COSTA, 2010). No Gltimo evento a perda de
massa foi equivalente a 26,9% entre as temperaturas de 425 e 675° C. Esta Ultima perda pode ser
referente a queima dos restos carbonizados da matéria organica (FARIA et al., 2002; COSTA,
2010), conforme Tabela 4. Os eventos descritos pela curva TG também podem ser observados na
curva derivada (DTG), o que confirmou a ocorréncia dos 3 eventos relativos as perdas de massa.

A termogravimetria é amplamente utilizada no controle de qualidade de drogas naturais ou
sintéticas, pois fornecem dados sobre a estabilidade do material, em relagcdo ao seu comportamento
térmico. Além de que, o conhecimento do comportamento térmico do componente majoritario de
uma planta, pode-se ser util para identificar a autenticidade de um extrato bruto (GIOLITO e
IONASHIRO, 1988).

Amostras de drogas vegetais sdo misturas multicomponentes de compostos organicos e
inorganicos, e suas curvas de decomposicao térmica sdo parcelas de fenémenos fisico-quimicos que
ocorrem guando a mesma é aquecida. Assim, ndo é possivel associar o efeito térmico e a perda da
massa a identificacdo e decomposicao de um determinado componente de amostra (OLIVEIRA et
al., 2010). No entanto, as técnicas termoanaliticas podem ser utilizadas para caracterizagdo, pois
possibilitam a determinacédo dos teores de umidade e cinzas, estudos de estabilidade e da cinética de
degradacéo, entre outras caracteristicas do produto candidato a droga vegetal ou ingrediente ativo
farmacéutico (SANTANA et al., 2012).
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Tabela 4. Perfil térmico (TGA) da droga vegetal proveniente de C. quercifolius com suas
respectivas perdas de massa, em cada intervalo de temperatura (°C).

Etapas de decomposicédo Ti(°C) Tf(°C) Perda de massa (%)
Primeira 25 125 11,2
Segunda 125 425 50,9
Terceira 425 675 26,9

Figura 11. Curva Termogravimétrica da droga vegetal C. quercifolius.
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Fonte: OriginPro® 8
5.1.2 Anaélise da droga vegetal por infravermelho

O espectro na regido do IV (Figura 12) apresentou uma banda larga em 3.320 cm™
caracteristica de estiramento axial de ligacdo O-H. Verificou-se também duas bandas de absorcao,
uma em 2.912 cm™ e a outra em 2.851 cm™ relativas a estiramentos do tipo C-H de alcanos. Em

2.343 cm? foi visualizada uma banda de média intensidade de C=N, o que possivelmente indica a
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presenca de glicosideos cianogénicos comumente encontrados em espécies do género Cnidoscolus.
Bandas em 1.649 e 1.560 cm™ sdo sugestivas de ligacdo C=C de anéis aromaticos, que aliadas a
uma banda de média intensidade em 1.025 cm™, caracteristica de ligagdo C-O (PAVIA et al., 2012),
indica uma variedade de metabdlitos secundarios, como compostos fendlicos, taninos, flavonoides
e terpenos.

A analise de extratos vegetais por essa técnica é de grande valor, uma vez que 0s espectros
obtidos de forma rapida se relacionam diretamente com a composi¢do quimica destes (SANTANA
et al., 2012). Esta técnica pode ser considerada também a mais adequada dentre os métodos
espectroscépicos ndo destrutivos, com atencdo voltada para produtos farmacéuticos sélidos, uma
vez que 0s materiais ndo estdo sujeitos a energia térmica ou mecanica durante a preparacao da

amostra, 0 que impede possiveis transformacdes de estado sélido (TITA et al., 2011).

Figura 12. Espectro na regido do Infravermelho da droga vegetal de C. quercifolius.
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5.1.3. Microscopia Eletrdnica de Varredura acoplada a Espectroscopia de Energia Dispersiva

As imagens da microscopia eletrénica (Figura 13) contribuem para a identificacdo e
autenticacdo do material utilizado no estudo, confirmando sua origem vegetal, correspondendo as
folhas, devido a presenca de estruturas caracteristicas como células e vasos condutores (COSTA,

2017). A aparéncia murcha esta relacionada com a secagem do material de estufa.

Figura 13. Fotomicrografias da droga vegetal de C. quercifolius.

Fonte: OriginPro® 8
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A anélise por EDS estima a composicdo quimica aproximada do material. Seu espectro
indicou uma predominante presenca do ion oxigénio, o que pode ser justificado pela presenca de
poros de acordo com a observacdo da Figura 13 (p. 58) com aumento de 2000x e 5000x,
respectivamente. Do ponto de vista farmacotécnico, esses poros podem facilitar a penetracdo de
solventes em processos extrativos e, consequentemente, a liberacdo de moléculas bioativas. A
analise também se torna relevante no que diz respeito ao controle de qualidade do material, pois
destaca a presenca de possiveis impurezas ou contaminates pela identificacdo dos ions silicio,
aluminio e ferro indicados pelo espectro (Figura 14), sugerindo tratamentos rigorosos no material

antes sua manipulagéo como droga vegetal.

Figura 14. Espectro de EDS da droga vegetal C. quercifolius

Fonte: OriginPro® 8

5.2 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

O rastreamento dos metabdlitos secundarios do extrato etandlico bruto (EEB) das folhas de
C. quercifolius foi considerado positivo para a presenca de fendis, taninos, flavonoides e
esteroides/triterpenoides.

A concentracdo de polifenois foi de 74,19 mg g equivalentes de &cido galico, com a
equacdo de calibragio do acido galico sendo y = 0,0247x — 0,0747 (R?= 0,9894). O teor de

flavonoides foi de 16,72 mg g equivalentes de quercetina, a equacgio de calibracdo da quercetina
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foi y = 0,034x — 0,0053 (R?=0,9977). A concentracdo de taninos condensados foi de 48,39 mg g*
equivalentes de catequina, tendo como equacéo de calibragdo da catequina y = 0,0024x + 0,0522
(R? = 0,9924), conforme os dados observados na tabela 5.

Estes resultados séo corroborados pelo estudo de Peixoto Sobrinho e colaboradores (2012),
que verificou a presenca de metabdlitos secundarios em quatro espécies do género Cnidoscolus: C.
infestus; C. pubescens, C. quercifolius e C. urens. No extrato metanolico das folhas de C.
quercifolius observou a presenca destes mesmos metabolitos, além de antocianinas, derivados
antracénicos, antraquinonas, cumarinas, lignanas, saponinas e xantinas. Também destacou a
auséncia de alcaloides e naftoquinonas em todas as espécies avaliadas.

Na triagem fitoquimica realizada por Gomes e colaboradores (2014), também foi constatada
a presenca de cumarinas, derivados antracénicos, flavonoides, lignanas e triterpenos/esteroides e a
auséncia de alcaloides, monoterpenos/diterpenos, antocianinas, naftoquinonas e saponinas no
extrato etandlico das folhas de C. quercifolius. Além disso, também concluiram que os extratos da
casca e folha apresentaram atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva, essas atividades podem
estar relacionadas justamente a presenca de flavonoides, visto que esses metabdlitos possuem
atividade anti-inflamatéria (CARVALHO, 2004; SIMOES et al., 2010), e a presenca de
triterpenos/esteroides que atuam na reacdo imunoldgica e revelam efeitos bastante promissores
quando utilizados como anti-inflamatérios (CARVALHO, 2004; HUANG et al., 2012).

Os ensaios de teor revelaram em termos quantitativo a presenca de compostos fendlicos,
muitas pesquisas tém demonstrado uma relacdo significativa entre o contetdo de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante (NAZARUK, 2008). Espécies que apresentaram maior contetido
de compostos fenolicos obtiveram os melhores resultados nos ensaios de atividade antioxidante
qualitativa (EAQ), no de remocéo de radicais livres (DPPH) e no ensaio quelante do ion ferroso
(FIC) (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012).

Tabela 5. Valores obtidos no ensaio de quantificacdo dos metabolitos secundarios (polifendis totais,
flavonoides e taninos condensados) do EEB da espécie C. quercifolius Pohl.

Metabdlito secundario Padrao Teor (%) Teor (mg g?)
Polifendis totais Acido galico 7,41 79,14
Flavonoides Quercetina 1,67 16,72

Taninos condensados Catequina 4,83 48,39
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5.3. SUBSTANCIAS ISOLADAS DE C. QUERCIFOLIUS

O estudo fitoquimico do extrato etanolico bruto das folhas de C. quercifolius Pohl
resultou no isolamento de dez substancias, visualizadas na Figura 13. Identificadas como quatro
derivados porfirinicos (Cg-1, Cg-2, Cg-3 e Cg-4), um &cido cinamico (Cg-5), um glicosideo
cianogénico (Cg-6), uma mistura de triterpenos (Cg-7 e Cg-8) e outra de esteroides (Cg-9 e Cg-

10). Os cadigos foram definidos de acordo com as iniciais da espécie e em ordem de isolamento.

Figura 15. Substancias isoladas de C. quercifolius

C4-1: R, =Fitol; R, = COOCH;; R, = OH; R,= CH,
C4-2: R, =Fitol; R, = OH; R, = COOCH;; R, = CH,4
Cg-3: R,= CH,CH;; R, = OH; R; = COOCH;,; R, = CH,
Cg-4: R,= CH,CH;; R, = OH; R; = COOCH;; R, = CHO

Fonte: Propria
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5.2.1 Identificacdo de Cg-1e Cqg-2

A mistura contendo os compostos Cg-1 e Cq-2 (Figura 16, p. 64), apresentou-se com um
po verde azulado com brilho metalico, solivel em CHCI3 (Cloroférmio).

O espectro de IV (Figura 17, p. 67) apresentou uma banda larga em torno de 3442 cm*
sugestiva de ligagdo O-H, bandas em 2958, 2925 e 2856 cm™ caracteristicos de estiramentos de
carbono sp?, uma banda intensa em 1732 cm™ caracteristica de carbonila de éster, outra banda de
absorgdo em 1620 cm™ sugestiva de estiramento de C=C de alcenos, uma banda de absorgéo em
1463 cm™ e outra em 1378 cm™ sugestivas de dobramento de carbonos metilénicos e metilicos,
respectivamente. Na regido entre 1287 cm™ observa-se bandas de absorcdo indicativas de
estiramento C-N de amina, na regifo entre 1160 e 1041 cm™ aparecem bandas caracteristicas de
estiramento C-O de éster e em 742 cm™ o espectro apresenta uma absorgdo corresponde a banda de
cadeia longa de CHz (PAVIA, 2012).

O espectro de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) mostrou um conjunto de sinais
caracteristicos de nucleo porfirinico presente em feofitinas (MATSUO et al., 1996; JERZ et al.,
2007; CHAVES et al., 2013a). Em campo baixo foram visualizados trés grupos de picos duplos,
numa razdo de aproximadamente 64% para 0 composto majoritario e 36% para 0 composto
minoritario, o que sugerem a presenca de duas feofitinas nessa amostra, o0s sinais em 619,56 (s, 1H);
9,41 (s, 1H) e 8,64 (s, 1H) foram atribuidos ao composto Cg-1 e os sinais em &4 9,53 (s, 1H); 9,38
(s, 1H) e 8,61 (s, 1H) ao composto Cqg-2 (Figura 18, p. 68). De acordo com Chaves et al. (2013),
esses sinais sao caracteristicos dos hidrogénios oleofinicos das posi¢6es 5, 10 e 20, respectivamente.

Os sinais em 847,98 (dd, J=11,6 e 17,6 Hz, 2H), 6,23 (dl, J = 17,9 Hz, 2H) € 6,17 (dl, J =
11,7 Hz, 2H) podem ser sugeridas para os hidrogénios vinilicos das posicoes 3*, 3% e 3% dos dois
compostos, respectivamente (Figura 19, p. 69).

Os sinais em 61 3,64 (m, 6H), além dos singletos em 6n 3,62 (s, 3H); 3,41 e 3,20 (s, 6H),
sendo estes trés Gltimos caracteristicos de hidrogénios de metilas ligadas a carbonos sp?, podem ser
atribuidos aos carbonos das posicdes 8!, 12!, 2! e 7!, dos dois compostos respectivamente
(MATSUO et al., 1996; GOMES et al., 2015) (Figura 20, p. 69).

A diferenciacdo dos compostos se deu a partir da observacao dos sinais em on 5,56 (s, 1H)
e on 5,37 (s, 1H), que de acordo com Jerz et al. (2007) e Matsuo et al. (1996), permitem inferir que
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ambas as absorcdes sdo sugestivas de hidroxilas na posi¢do 132, sendo que a primeira de hidroxila
com estereoquimica S e a segunda R (Figura 20, p. 69).

De acordo com Matsuo et al. (1996), os sinais em on 4,10 (M, 1H) ¢ o1 4,48 (m, 1H) podem
ser atribuidos para os H-17 e H-18 do isdmero S e os sinais em 61 4,51 (m, 1H) e on 4,68 (m, 1H)
para os mesmos hidrogénios do isomero R. Além disso, um conjunto de sinais entre 6n 0,76-1,71,
caracteristicos de hidrogénios de grupos metilicos, metilénicos e metinicos sugerem a presenca do
grupamento fitol na molécula (JERZ et al., 2007) (Figura 20, p. 69).

No espectro de RMN *C (CDClIs, 50 MHz) de Cg-1 foram visualizados picos para 55
atomos de carbono, sendo 19 para carbonos quaternérios: 142,1 (C-1), 131,89 (C-2), 136,62 (C-3),
136,32 (C-4); 155,44 (C-6); 136,52 (C-7); 145,31 (C-8); 151,1 (C-9); 37,9 (C-11); 129,5 (C-12);
128,9 (C-13); 192,1 (C-13%); 89,1 (C-13?); 173,6 (C-13°); 149,9 (C-14); 107,7 (C-15); 162,5 (C-16);
172,9 (C-17°); 172,5 (C-19) 11 para carbonos metinicos: 129,1 (C-3%); 98,0 (C-5); 104,3 (C-10);
51,9 (C-17); 50,43 (C-18); 93,77 (C-20); 128,9 (C-27); 143,0 (C-37); 32,7 (C-77); 32,8 (C-117);
28,1 (C-15”). Para carbonos metilénicos: 123,0 (C-3?); 19,5 (C-8%); 31,7 (C-17%); 32,0 (C-17%); 60,5
(C-17); 39,9 (C-47); 25,5 (C-57); 36,7; (C-67); 37,2 (C-8”); 25,0 (C-9”); 37,5 (C-10"); 37,4 (C-127);
25,4 (C-13”); 39,4 (C-14”) e 11 para carbonos metilicos: 12,2 (C-2%); 11,3 (C-7%); 17,6 (C-8%); 12,4
(C-12%; 53,5 (C-13%; 22,8 (18Y); 22,8 (C-16) ; 22,7 (C-17"); 19,8 (C-18); 19,7 (C-19”) e 16,5
(C-20”) (Figura 21, p. 70).

Para Cg-2 o espectro de RMN 3C (CDCls, 50 MHz) também apresentou sinais para 55
atomos de carbono, destes 19 para carbonos quaternarios: 142,2 (C-1); 132,0 (C-2); 136,5 (C-3);
136,3 (C-4); 155,6 (C-6); 136,4 (C-7); 145,3 (C-8); 151,0 (C-9); 137,8 (C-11); 129,7 (C-12); 129,1
(C-13); 192,3 (C-13%):; 89,2 (C-13?); 173,7 (C-13%); 150,3 (C-14); 107,7 (C-15); 162,0 (C-16); 173,1
(C-17%); 172,9 (C-19); 11 para carbonos metinicos: 129,2 (C-3%); 97,9 (C-5); 104,2 (C-10); 50,9 (C-
17); 50,2 (C-18); 93,5 (C-20); 128,9 (C-27); 142,9 (C-37); 32,6 (C-77); 33,0 (C-117); 28,1 (C-157)
14 para carbonos metilénicos: 122,9 (C-3?); 19,6 (C-8%); 31,7 (C-17%); 32,0 (C-17%); 60,7 (C-17);
39,9 (C-4”); 25,1 (C-57); 36,6 (C-6); 37,2 (C-8”); 25,0 (C-9); 37,5 (C-107); 37,4 (C-127); 25,3
(C-137); 39,4 (C-14"); 28,1 (C-15") e 11 para carbonos metilicos: 12,3 (C-2%); 11,5 (C-7Y); 17,6 (C-
82); 12,4 (12%); 53,9 (C-13%; 22,8 (C-18Y); 22,8 (C-16); 22,7 (C-17); 19,8 (C-187); 19,7 (C-19”)
e 16,5 (C-20”) (Figura 21, p. 70).

Por meio da andlise dos espectros de 1V, RMN de 'H e *3C, além da comparacéo com os

dados obtidos na literatura foi possivel identificar que a mistura de compostos tratavam-se dos
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isdbmeros 132-Hidroxi-(132-S)-feofitina a (Cg-1) e 132-Hidroxi-(132-R)-feofitina a (Cg-2) isolada

pela primeira vez na familia Euphorbiaceae.

Figura 16. Estruturas da 13%-Hidroxi-(132-S)-feofitina a e 132-Hidroxi-(132-R)-feofitina a
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Tabela 6. Dados dos deslocamentos quimicos de RMN *H e **C (CDClIs, 200 e 50 MHz) de Cg-1 e
Cqg-2 e da literatura (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Matsuo et al., (1996).

132-Hidroxi-(132-S)-

13%-Hidroxi-(13-R)-

Ca-1 feofitina a Cq-2 feofitina a
c oH 3C SH 3C SH 3C oH 3C
1 - 1421 - 1428 - 1422 - 142,9
2 - 1318 - 1318 - 132,0 - 131,9
3 - 136,6 - 136,6 - 1365 - 136,5
4 - 136,3 - 1363 - 136,3 - 136,4
6 - 1554 - 1554 - 155,6 - 155,6
7 - 1365 - 136,2 - 136,4 - 136,3
8 - 1453 - 1458 - 1453 - 1453
9 - 151,1 - 151,1 - 151,0 - 151,0
11 - 1379 - 1378 - 1378 - 1378
12 - 129,5 - 1294 - 1297 - 1293
13 - 128,9 - 127,0 - 129,1 - 1297
13! - 192,1 - 192,0 - 1923 - 192,0
132 5,56 (3) 89,1 5,53 (5) 89,0 5,37 (s) 89,2 5,35 (s) 89,1
13° - 1736 - 1728 - 1737 - 173,0
14 - 1499 - 1498 - 150,3 - 150,2
15 - 107,7 - 107,7 - 107,7 - 107,6
16 - 162,5 - 162,5 - 162,0 - 161,91
178 - 172,9 - 173,6 - 173,1 - 1737
19 - 1725 - 1724 - 172,9 - 1728
CH
gt | 798 (dd JH:Z)”'O 176 | 1291 | 801(d) | 1201 | 798 (d JH;)”’(’ 176 1 1292 | 801(dd) | 1291
5 9,56 (3) 98,0 9,47 (5) 98,0 9,53 (m) 97,9 9,46 (s) 97,9
10 9,41 (s) 1043 | 962(s) | 1043 9,38 (m) 104,2 9,61 (s) 104,2
17 4,20 (m) 51,9 | 4,48 (ddd) | 518 4,49 (m) 509 | 4,17 (ddd) | 508
18 4,49 (m) 504 | 450(dg) | 503 4,68 (m) 50,2 4,69 (dg) 50,2
20 8,64 (s) 93,7 8,65 (3) 93,6 8,61 (m) 93,5 8,63 (5) 93,4
CH2
» | 6,27(d,J=179Hz)Z 6,20 (dd) Z 6,27 (d, J=17.9Hz) Z 6,20 (dd) Z
¥ 1617 i=117H)E | 230 | 630@d)E | 1?%° | 617(dI=117HHE | ?%° | 630(dd)E | 2%
8! 3,64 (m) 19,5 - 19,5 3,63 (m) 19,6 - 19,5
L 2,28 (m) ) 2,28 (m) )
17 299 (m) 31,7 31,1 2,90 (m) 31,7 31,2
172 2,51 (m) 32,0 - 31,6 2,51 (m) 32,0 - 31,9
CHs3
2! 3,41 (s) 12,2 3,43 (s) 12,1 3,41 (s) 12,3 3,42 (s) 12,1
7t 3,20 (s) 11,3 11,3 3,20 (s) 11,5 11,3
82 1,68 (m) 17,6 1,70 (s) 17,4 1,68 (m) 17,6 1,70 (s) 17,5
12! 3,70 (s) 12,4 3,74 (s) 12,3 3,70 (s) 12,4 3,72 (s) 12,2
134 3,72 (s) 53,5 3,62 (s) 53,4 3,72 (s) 53,9 3,64 (5) 53,8
18' | 1,70(d,J=6,6 Hz, 1H) | 22,8 1,61 (d) 227 | 167(d,J=74Hz 1H) | 228 1,68 (d) 22,7
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Tabela 7. Dados dos deslocamentos quimicos de RMN H e 3C (CDCls, 200 e 50 MHz) de Cg-1
e Cg-2 e da literatura (CDCls, 300 e 75,5 MHz) de Jerz et al. (2007).

Cg-1 Cg-2 Jerz et al., (2007)

Fitol oH oC oH Ac oH oC
1” 60,5 60,7 4,59 (d, J=7,5 Hz, 2H) 61,9
2” 128,9 1289 5,24 (t, J=7,5 Hz, 2H) 1184
3” 143,0 1429 143,0
4” 39,9 39,9 1,93 (t, J=7,5 Hz, 2H) 40,2
5” 255 251 254
6” 36,7 36,6 37,0
7” 32,7 32,6 33,0
8” 37,2 37,2 37,6
9” 25,0 25,0 24,8
10” 37,4 375 37,8
11”7 32,8 33,0 33,1
12” 37,4 37,4 37,7
13” 254 253 251
14” 39,4 39,4 39,7
15” 28,1 28,1 28,3
16” 22,8 22,8 0,83-0,88 (m, 12H) 23,1
177 22,7 22,7 0,83-0,88 (m, 12H) 23,0
18” 19,8 19,8 0,83-0,88 (m, 12H) 20,1
19” 19,7 19,7 0,83-0,88 (m, 12H) 20,0
20” 16,5 16,0 1,63 (d, 3H) 16,7
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Figura 17. Espectro de Infravermelho dos compostos Cg-1 e Cg-2.
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Figura 18. Espectro de RMN H (CDCls, 500 MHz) de Cg-1 e Cg-2.

B
2FaT
SE5LT f

ETHF
STH]'bk
CATT b~E

—

jeraleva
|3 =
SeEC'F
[A=ra o4
918kt

996Z"S~—
8EE'ST
6C85'S

186T'0
9902'9~k
ua:'gf

p-wioyoso1p Boge 7

£H5E

CE'PT
ar'TT
Eroon

Zre
K oea

Aol M, L S
(]
[+

o
— O
~ Qo
S

Free

190
EC £610

L 101
90
% 00T

a9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.0 -1.5
f1 (ppm)

9.5

10.0

68



69

-le Cg-2

Figura 19. Expansio do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Cq
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5.2.2 ldentificacdo de Cg-3 e Cqg-4

A amostra contendo Cg-3 e Cg-4 (Figura 22, p. 73) apresentou-se com um pé verde azulado
com brilho metalico, solivel em CHCla.

No espectro de RMN de *H (CDCIs, 400 MHz) e suas expansdes foram observados picos
duplos que sugerem a presenca de dois compostos pertencentes ao grupo das porfirinas. Para Cg-3,
assim como em Cg-1 e Cg-2, observou-se sinais para os hidrogénios pertencentes ao nucleo
porfirinico em 6n 9,52 (s, 1H, H-5), em 61 9,68 (s, 1H, H-10) e em 618,73 (s, 1H, H-20) (Figura
25, p. 74).

Os sinais para os hidrogénios vinilicos foram observadas em &4 8,00 (dd, J=11,5¢ 17,8 Hz,
1H, H-3%), em &y 6,30 (dd, J= 1,3 € 17,8 Hz, 1H, H-3%) e em &4 6,21(dd, J=1,2 e 11,6 Hz, 1H, H-
3?%) (Figura 26, p. 74). Para as trés metilas olefinicas foram atribuidos os sinais em &1 3,43 (s, 3H,
H-21), em 8w 3,25 (s, 3H, H-7Y) e em 81 3,62 (s, 3H, H-12%) (Fig. 33 e 34, p. 77); e para metoxila o
sinal em 843,75 (s, 3H, H-13%). Além disso, verificou-se, também, os sinais em 5n 4,14 (m, 2H, H-
17% e 1,16 (t, J= 7,1 Hz, 3H, H-17°) (Fig. 27, 28 e 29, p. 77 e 78) caracteristicas para CH, e CHs de
grupamento etoxi (SILVA et al., 2006; CHAVES et al., 2013), todos os sinais associados sdo
indicativos da presenca de um feoforbideo.

O sinal em 64 4,11 (dd J = 7,1 e 6,0 Hz, 1H) atribuido para o H-17, que permitiu definir a
estereoquimica relativa da hidroxila no C-132 com configuragdo S. De acordo com Nakatani et al.,
(1991) e Kobayashi et al. (1991), quando a hidroxila esta no mesmo lado do plano molecular do H-
17 ocorre uma desprotecao desse hidrogénio fazendo com que o Ad varie em até 0,53 ppm, cOmo

observado na Figura 22.

Figura 22. Estrutura parcial de Cg-3 e Cg-4 mostrando os tipos de acoplamentos
para 0s respectivos hidrogénios
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No espectro de RMN *3C (5, CDCls, 100 MHz) foram visualizados 19 para carbonos
quaternarios em &c 142,47 (C-1); 132,30 (C-2); 136,16 (C-3); 136,40 (C-4); 155,65 (C-6); 136,16
(C-7); 145,13 (C-8); 150,52 (C-9); 137,83 (C-11); 126,70 (C-12); 127,33 (C-13); 192,07 (C-13Y);
89,15 (C-13?%); 173,73 (C-13%); 150,22 (C-14); 108,33 (C-15); 159,45 (C-16); 172,95 (C-17°) e
172,82 (C-19); 6 carbonos metinicos em d¢c 129,12 (C-3%); 98,12 (C-5); 104,48 (C-10); 52,15 (C-
17); 50,59 (C-18) e 94,59 (C-20); 5 carbonos metilénicos em §¢c 123,38 (C-3?); 19,66 (C-8%); 29,84
(C-17%); 31,29 (C-17%) e 60,72 (C-17%) e 7 carbonos metilicos em &c 12,29 (C-2%); 11,40 (C-7%);
17,48 (C-8%); 12,56 (C-12%); 53,63 (C-13%); 14,27 (C-17°) e 22,87 (C-18Y). (Figura 30, p. 79).

Também foi observado no espectro de RMN de 3C a auséncia de sinais na regido em torno
de dc: 61,9 (C-17); 118,4 (C-27); 143,0 (C-3”) e 40,2 (C-4”) caracteristicos do grupo fitol
(MATSUO et al., 1996), sugerindo que o composto ndo possui 0 respectivo grupo em sua estrutura.
Essas informagOes associadas com os dados obtidos na literatura (CHAVES, 2013) permitiram
identificar Cg-3 como 132-hidroxi-(132-S)-173-etoxifeoforbideo a, isolado pela primeira vez na
familia Euphorbiaceae.

Para Cq-4 foi visualizado um singleto em &y 11,17 (s, 1H, H-7%) condizente com hidrogénio
de grupo formila e um outro sinal em 84 10,42 (s, 1H), caracteristico do H-5 de nucleo porfirinico,
que se desloca para campo mais baixo quando essas estruturas possuem o grupo aldeido na posi¢éo
7! (Duan et al, 2002). Essa posicdo para o grupo aldeido é confirmada pela auséncia do sinal da
metila visualizado para o primeiro composto (Cg-3), assim como para Cg-1 e Cg-2. Esses sinais
sugerem a presenca de um feoforbideo b.

Assim como ocorre em Cqg-3, também se atribuiu o sinal em 644,04 (dd J= 7,1 e 1,4 Hz,
1H) ao H-17, definindo assim a estereoquimica relativa da hidroxila de C-13* de Cg-4 com S
(NAKATANI et al., 1991; KOBAYASHI et al., 1991).

O espectro de RMN de 3C (CDCls, 100 MHz) e suas expansdes mostrou a presenca de 37
sinais, sendo que em 6c: 143,7 (C-1); 132,2 (C-2); 136,4 (C-3); 137,0 (C-4); 159,4 (C-6); 137,2 (C-
7); 147,2 (C-8); 149,6 (C-9); 138,1 (C-11); 129,8 (C-12); 130,5 (C-13); 194,8 (C-13%); 89,4 (C-13?);
173,1 (C-13%); 151,0 (C-14); 103,0 (C-15); 164,2 (C-16); 173,4 (C-17°); 173,7 (C-19) sdo
caracteristicos para carbonos quaternarios e as absorcdes dc: 128,7 (C-31); 102,2 (C-5); 190,8 (C-
7Y ; 104,5 (C-10); 50,5 (C-17); 51,0 (C-18); 97,9 (C-20) sugestivos para os carbonos metinicos; dc:
123,8 (C-3%); 19,2 (C-8Y); 31,3 (C-17%); 30,4 (C-17%); 60,5 (C-17%) para metilénicos e &c: 12,2 (C-
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2Yh; 17,4 (C-8%); 12,6 (C-12Y); 54,0 (C-13%; 14,1 (C-17%); 22,9 (C-18Y) para metilicos,
respectivamente (Figura .

Esses dados associados a auséncia de sinas para o grupo fitol (MATSUO et al., 1996) e os
obtidos na literatura (CHAVES, 2013) permitiram identificar Cg-4 como 132-hidroxi-(13%-S)-17°-
etoxifeoforbideo b, isolado pela primeira vez na familia Euphorbiaceae.

Figura 23. Estrutura do 13%-hidroxi-(132-S)-173-etoxifeoforbideo a e 13%-hidroxi-(132-S)-173-
etoxifeoforbideo b
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Tabela 8. Dados dos deslocamentos quimicos de RMN *H e *C (CDCls, 400 e 100 MHz) de Cg-3
e Cg-4 e da literatura (CDCls, 400 e 100 MHz) de Chaves et al. (2013).

13%-hidroxi-(13%-S)-17°-

13%-hidroxi-(13%-S)-17°-

Ca-3 etoxifeoforbideo a Co-4 etoxifeoforbideo b
c oH 5C oH 5C oH 3C oH 5C
1 - 142,47 § 141,93 - 14376 - 14357
2 - 13230 i 13166 . 13225 - 132,44
3 ; 136.16 i 135.90 - 136,48 - 135,54
4 - 136,40 i 135.94 - 137,04 - 137.19
6 - 155,65 i 97,24 - 159.41 - 159.38
7 - 136,16 i 155,37 - 137,20 - 137.19
8 - 145.13 : 14488 - 147,22 - 147.19
9 ; 150,52 i 15074 - 149.63 ; 150.73
11 - 137.83 i 13778 . 138,10 - 138,04
12 - 126.70 i 128.80 - 129.82 - 12975
13 - 127.33 i 128.80 - 13056 - 132.20
13! - 192,07 i 18958 - 104,84 - 189.40
132 5,68 (s, OH) 8915 | 630 (s, LH) 64,72 5,64 (s, OH) 89,40 64,58
13° - 17373 ) 172,89 - 173,15 - 172,76
14 ; 150.22 : 14960 - 151,06 ; 15125
15 ; 108,33 i 105,14 - 103,02 . 104,96
16 - 159.45 i 16117 - 164.25 - 164,03
173 - 172,95 i 17211 - 173.43 - 174,00
19 - 172.82 i 160,61 - 17371 - 169.25
CH
. | 800(dd, J=115¢ 7,77 (dd, =175 7,71 (dd, 3=58 7,97 (dd, 3=175¢
3 17,8 Hz, 1H) 129127 “e1o5hz, 1H) | 12883 | a3z 1H) 128,74 125Hz, 1H) | 2885
5 9,52 (s, 1H) 9812 | 9,07 (s, 1H) 97,24 10,42 (3) 102,28 10,33 s) 101,60
7t - - - - 11,19 (s) 190,80 11,12 (s) 187,72
10 9,68 (s, 1H) 10448 |  928(s 1H) | 10412 9,67 (5) 10459 9,61 (s) 105,01
4,11(dd, J=7,1€6,0 4,24 (dl, 3=10,0 404 (ddI=71e 4,44 (d1, 1=10,0
17 et 52,15 e 11 51,16 At 1) 50,51 o 5135
18 4,55 (m, 1H) 5059 | 448 (m, 1H) 50.10 4,50 (m, 1H) 5100 | 18 (ﬂ'zleo'o 50,12
20 8.73 (s, 1H) 9459 | 853 (s 1H) 92,98 8,61 (s) 97,93 8,52 (5) 98,92
CH,
6,30 (dd, J=13e 6,14 (d, 3=175 6,38 (dd, J=17,8 6,20 (d, J= 15,0
, 17,8 Hz, 1H) Hz, 1H) e1,1 Hz, 1H) Hz, 1H)
3 621 (dd, J=12e | 12338 | 605(d, 3=125 | 224 | 622'dd J=115 | 12382 | 621(d, 9=100 | 1%%%
11,6 Hz, 1H) Hz, 1H) e 1,3 Hz, 1H) Hz, 1H)
8! 3.72 (m) 10966 | 340 ;;)15'0 19,14 3,66 (m) 19,22 4,00 (m) 19,13
. 2,96 (m, 1H) 2,15(m, 1H)
17 2o (m 110 2084 | 1,27 (sl, 2H) 20,82 Pee(m 1ty | 3138 246261 3125
172 2,30 (m, 2H) 31,29 2'22'22|'j’)9 M 3106 2,30 (m, 2H) 30,45 220233 29,70
174 4,14 (m, 2H) 60,72 4'07H(Zq'2“’;)12'5 60,48 4,00 (m, 2H) 60,57 4,00 60,55
CHs
o1 343 (s) 1229 | 331 (s, 3H) 11,93 339 (s) 12,22 336 (s) 12,05
7t 3,24 (s) 11,40 2,98 (s, 3H) 10,89 - - - -
8 | 169(tJ=76Hz) | 17.48 1'5?4?' ;;%0'0 17,22 1,80 (m) 17,44 1,62 (m) 19,36
12t 362 (5) 1256 | 363 (s, 3H) 11,98 3,60 () 12,62 3,66 (5) 12,23
13* 3.75 () 5363 | 393 (s 3H) 52.80 377 (5) 54,08 388 (5) 52.95
; _ 1,15 (t J=5,0 1,14t J=7,1 B
175 | 116t I=7.1Hz) | 1427 e 3 14,06 i 1419 | 1,10t J=75Hz) | 14,07
. _ 1,85 (d, J=5,0 175(d, J=68 _
18" | 163(d,J=72Hz) | 2287 o5 2304 1 2208 | 1,80 (d, J=5,0Hz) | 2308




Figura 24. Espectro de RMN de H (CDCls, 400 MHz) Cg-3 e Cg-4

ZC L0,

PESE’ 0
2kea'n
8088'0
PS80
ZZ06'0~

P-WIQYOIOIYD 0092 'L
CEELB

SCCS'6
01789'6J

—=

r

R e

N TSR | R

S

75

£9'

&
=

£2'0

01'n
00T

T9'0
B850

4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5

5.0

11.0 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5

11.5



Figura 25. Expanséo do espectro de RMN tH (CDCls, 400 MHz) de Cg-3 e Cg-4
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Figura 26. Expansio do espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de Cg-3 e Cg-4
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Figura 28. Expanséo do espectro de RMN tH (CDCls, 400 MHz) de Cg-3 e Cg-4
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Figura 29. Expanséo do espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de Cg-3 e Cg-4
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Figura 30. Espectro de RMN de *C (8, CDCls, 100 MHz) de Cg-3 e Cg-4
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5.2.3 ldentificacdo de Cg-5

O constituinte quimico codificado como Cg-5 apresentou-se como um solido amarelado,
solivel em C3HsO (acetona).

O espectro de RMN *H (CsDsO, 500MHz) mostrou a presenca de dois multipletos, um em
87,43 (7,47 —7,40; m, 3H) e o outro em & 7,67 (7,70 — 7,64; m, 2H), sugestivos de presenca de um
anel aromatico monossubstituido, além de dois dubletos em 6 6,52 (J = 16,1 Hz, 1H) € 8 6,67 (J =
15,8 Hz, 1H), caracteristicos de hidrogénios ligados a carbono sp? com estereoquimica trans
(SALAZAR, 2009) (Figura 32, 33 e 34, p. 82 € 83).

No espectro de RMN de *3C, técnica APT (C3DsO, 50 MHz), foram observados sete sinais,
dos quais, cinco sao relativos a carbonos metinicos: 6y 119,27; 128,96; 129,77; 131,06 e 145,35 e
dois sinais sdo relativos a carbonos ndo-hidrogenados (dc 135,46 e 6c 167,70). Segundo Xu et al.
(1999), os sinais em 6¢ 128,92; 129,77, 131,06 e 135,46 podem ser atribuidos aos carbonos C-3 e
C-5; C-2 e C-6; C-4; C-1, respectivamente, o que reforca a presenca de um anel aromatico
monossubstituido. Segundo Pavia (2012), este tipo de anel tem por caracteristica apresentar apenas
quatro picos na area de carbonos aromaticos, ja que os carbonos orto e meta sdo duplicados por
simetria (Figura 35, p. 84).

Os sinais em &y 6,52 e § 7,67 do espectro de RMN de *H, em conjunto com 0s picos
visualizados no espectro de RMN de *C em &¢c 119,27 e 145,35 permitem atribui-los para os
carbonos a e B insaturados nas posi¢oes C-7 e C-8, respectivamente. Além disso, o deslocamento
em d¢c 167,70 € compativel com a presenca de uma carbonila (C=0) de &cido carboxilico ou éster
(PAVIA, 2012).

Os dados visualizados nos espectros de RMN 'H e 3C, correlacionados com os da
literatura, confirmam que o composto codificado por Cg-5, trata-se do acido trans-cindmico, cuja
denominacdo quimica é (E)-3-fenil-2-propendico, com férmula molecular CyHgO>, isolado
anteriormente em outras espécies, como Onychium contiggum (XU et al.,, 1999) Lannea
coromandelica (YUN et al., 2014).
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Figura 31. Estrutura do Acido trans-cindmico

Fonte: ChewBio

Tabela 9. Dados de RMN H e *C (C3DsO, 500MHz e 50 MHz) da substéncia Cg-5, comparados
com dados da literatura 'H e 3C (CDCls, 400MHz e 100 MHz) de Yun et al., (2014).

Cg-5 Acido trans-cinamico
C oH oC oH oC

- 135,4 133,9

9 - 167,7 10,71 (1H) 172,6
CH

2/6 7,67 (m, 2H) 129,7 7,56 (m, 2H) 128,9

3/5 7,43 (m, 3H) 128,9 7,41 (m, 3H) 1283

7,43 (m, 3H) 131,0 7,41 (m, 3H) 130,7

6,52 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 119,2 6,48 (d, J = 16.0 Hz, 1H) 117,3

7,67 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 145,3 7,81 (d, J = 16.0 Hz, 1H) 147,0




Figura 32. Espectro de RMN 'H (C3DsO, 500 MHz) de Cg-5
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Figura 33. Espectro de expansdo de RMN H (CsDy0, 500 MHz) de Cg-5
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5.2.4 Identificacdo de Cqg-6

O constituinte quimico codificado como Cg-6 (Figura 36) apresentou-se como cristais
brancos, soltvel em MeOH, piridina e H20.

O espectro no IV (Fig. 38, p. 88) apresentou bandas de absorcdo em 3425 e 3180 cm?,
sugestivas para presenca de hidroxilas. As absor¢des em 2950 e 2875 cm™, podem ser atribuidas a
estiramentos do tipo C-H de carbono sp®. Uma banda de absorgdo em 1447 cm™ e outra em 1368
cm? correspondentes a dobramento de carbonos metilénicos e metilicos, respectivamente. Outra
banda de média intensidade em 1002 cm™, compativel com estiramento C-O. Bandas fortes de
absorgdo também sdo observadas entre 1068 e 1048 cm™, referentes a estiramentos de éteres acetais
(PAVIA, 2012). Percebe-se também uma banda com fraca absorgdo em torno de 2300 cm™, que
pode ser atribuida grupamento (CN), porém com uma absor¢do de média intensidade. Essa fraca
absorcdo pode estar relacionada a algum efeito por rotacdo que o grupo funcional possa estar
sofrendo de acordo com estrutura proposta.

O espectro de RMN de *H (CsDsN, 500MHz) mostrou a presenca de dois singletos em
campo alto, um em o 1,65 (3H) e outro em on 1,74 (3H), indicativos de presenca de grupamentos
metilicos. Um conjunto de sinais entre 6H 3,98 e 4,52 sugeriram a presencga de uma unidade osidica
na molécula. Corroboradas pela presenca de um dubleto em 6n 5,29 (J = 7,7 Hz, 1H) caracteristico
de proton anomérico (SEIGLER, 1975). O valor de sua constante de acoplamento indica ser do tipo
axial-axial e sugere uma configuracdo f para a unidade osidica (LEMEUX, 1964; CLAPP et al.,
1966; SEIGLER, 1975; AGRAWAL, 1989).

O espectro de RMN de 13C, técnica APT (8, CsDsN, 125 MHz) (Fig. 50 e 51, p. 90) mostrou
a presenca de dez sinais, dos quais, dois em (d¢ 28,23 e 28,69), confirmaram a presenca das metilas.
Um sinal para carbono metilénico em 6c 63,13 e cinco sinais para carbonos metinicos (d¢ 72,32;
75,42; 78,95; 79,09 e 102,07), confirmando a presenca de uma glicose, sendo o ultimo sinal
equivalente ao carbono anomérico. Além disso, verificou-se a presenga de dois sinais em d¢ 71,89
e 122,52 para carbonos ndo hidrogenados, sugestivos para os C-2 e C-4, sendo o ultimo
caracteristico para carbono de grupamento nitrila (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

No espectro de massas (Figura 39, p. 88) foi observado o pico do ion molecular em
m/z=248 u [M+H]", que permitiu calcular a formula molecular de composto em questdo como sendo
C10H17NOe.
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Os dados interpretados dos espectros de IV, MS e RMN H e *3C, em conjunto com os
dados da literatura confirmam que o composto codificado por Cg-6, trata-se da linamarina, cujo
nome quimico é (2-(B-D-glicopiranosiloxi)-isobutironitrila, isolada pela primeira vez na especie,
mas j& obtido anteriormente por Clapp e colaboradores (1966); Seigler e Bloomfield (1969); Seigler
(1975); Prawat e colaboradores (1995), Sornyotha e colaboradores (2007), tanto na espécie Manihot

esculenta, quanto em outras espécies do género Cnidoscolus.

Figura 36. Estrutura do 2-(B-D-glicopiranosiloxi)-isobutironitrila
(Linamarina)

Tabela 10. Dados de RMN *H e 3C (CsDsN, 500MHz) da substincia Cg-6, comparados com
dados da literatura: RMN 'H de Seigler, 1975 e RMN C (D.0) de Prawat (1995).

Cg-6 Linamarina
C oH &6C oH 6C
2 - 71,89 - 73,95
4 - 122,52 - 123,57
CH
1 5,29 (d, J =7,7 Hz— 1H) 102,27 4,45 (d, J=7,0 Hz) 100,98
2’ 3,98 (m, 1H) 75,42 29-34 74,87
3 4,27 (m, 2H) 79,09 29-34 78,12
4 4,27 (m, 2H) 72,32 29-34 71,56
5 4,04 (t, J = 8,0 Hz; 1H) 78,95 29-34 77,63
CH:
6’ 4,35 (dd, J =11,8; 5,3 Hz; 1H) 63,13 3,67 (m) 62,79
4,52 (dl, J = 11,8 Hz; 1H)
CHs
1 1,65 (s, 3H) 28,23 1,58 (s) 28,39
3 1,74 (s, 3H) 28,69 1,58 (s) 29,09
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Tabela 11. Dados de RMN de *H e 3C (CsDsN, 500MHz) da unidade osidica de Cg-6 comparados

com a S-glicose presente na estrutura do Roseosideo de Lopes e colaboradores (2012), (MeOD, 500
e 125 MHz).

Cqg-6 Roseosidio

C oH 8C oH oC
CH

1 5,29 (d, J=7,7 Hz - 1H) 102,27 4,34 (d, J=7,8Hz) 102,89

2 3,98 (m, 1H) 75,42 3,17 (t, J=7,8 Hz) 75,39

3 4,27 (m, 2H) 79,09 3,25 (m) 78,25
4 4,27 (m, 2H) 72,32 3,24 (m) 71,80
5 4,04 (t, J = 8,0 Hz; 1H) 78,95 3,34 (m) 78,17
CH:2

6’ 4,35 (dd, J = 11,8; 5,3 Hz; 1H) 63,13 3,85 (dd, J=11,7; 1,4 Hz) 62,98

4,52 (dl, J=11,8 Hz; 1H) 3,63 (dd, J=11,7;5,2 Hz)

Figura 37. Estrutura do Roseosidio
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Figura 38. Espectro de infravermelho de Cq-6
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Figura 40. Espectro de RMN *H (CsDsN, 500 MHz) de Cg-6

ETS'T—
00RLT—

9996'E
ZCLB'EN
SELG'E

D0EZ' b
9Ey
soes b4l
ELHE b
£0%E b
60E b
POTS b
BEES b
BB/Z'S_
ES6C'S

SP-aUIplAd 00k, 8—

FE9'T
ooz

00T
00T

%00'&
-00°T
00T

=80

ESP0

89

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

5.0

f1 (ppm)

5.5

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

9.0



90

Figura 41. Expanséo do espectro de RMN H (CsDsN, 500 MHz) de Cqg-6
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Figura 42. Expanséo do espectro de RMN H (CsDsN, 500 MHz) de Cqg-6
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Figura 43. Expansio do espectro de RMN 3C (CsDsN, 125 MHz) de Cg-6
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5.2.5 lIdentificacdo de Cg-7 e Cg-8

O composto isolado apresentou-se como sélidos cristalinos, solivel em cloroférmio
(CHCI3) (Figura 45, p. 94).

O espectro de IV (Fig. 46, p. 96) apresentou uma fraca banda de absor¢do em torno de 3075
cm, sugestiva de estiramento C-H de anel aromatico. As absorgdes observadas entre 2933 e 2855
cm™, podem ser atribuidas a estiramentos C-H de carbonos metilicos e metilénicos. Observa-se
também uma banda de absorcéo por volta de 1722 cm™ e outra em 1703 cm™, caracteristica de
carbonila (C=0). Em 1640 cm™ observou-se uma banda de absorcado referente a estiramento C=C
de alceno, além de uma banda em 1451 cm™, que sugere o mesmo tipo de estiramento, porém em
anel aromatico. Verificou-se em 1465 cm™ e em 1383 cm™ absorgdes compativeis com dobramento
de carbonos metilénicos e metilicos, respectivamente. Observou-se, também, bandas na regido entre
1275 e 1102 cm™ caracteristicas de estiramento C-O de éster (PAVIA, 2012).

O espectro de RMN de 3C (CDCls, 125 MHz) revelou uma série de sinais, muito dos quais
se apresentaram de forma duplicada, sugerindo uma mistura de duas substancias de estruturas
similares.

Para Cg-7, o espectro de RMN de H (CDCls, 500 MHz), exibiu sinais na regido de
carbonos alifaticos em 6w 0,79 (s, H-23); 0,94 (s, H-24); 0,89 (s, H-25); 1,02 (s, H-26); 0,93 (s, H-
27) e 0,80 (s, H-28) (Fig. 47 e 48, p. 97 e 98), caracteristicos de hidrogénios de esqueletos
triterpénicos (HENRIQUE et al., 2014). Verificou-se em 6 1,68 (s, H-30) um sinal indicativo de
grupo metila ligado a carbono insaturado (GOIS, 2010) (Fig. 49, p. 98) e em 61 4,69 (sl, 1H, H-29a)
e em 6n 4,57 (sl, 1H, 29b) absorgdes sugestivas de hidrogénios olefinicos (SANTOS, 2010) estes
sinais associados a absor¢do em on 4,62 (dd, J= 10,8 e 5,3Hz, 1H, H-3) indicativa de hidrogénio
carbindlico (SANTQOS, 2010), sugerem um esqueleto triterpénico do tipo lupeol para esta estrutura
(Fig. 51, p. 99).

Também é possivel ressaltar sinais em 6 7,52 (H-2’; H-6"), em 61 7,38 (H-3’; H-4" ¢ H-
5%), caracteristicos de absorcdo em regido de aromatico monossubstituido (SILVESTEIN,
WEBSTER, 2000; OLIVEIRA-JUNIOR, 2017); que associados as absor¢des em oy 6,44 (d, J= 16,0
Hz, 1H, H-7") e em 61 7,66 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-8”), sugestivas de hidrogénios olefinicos do tipo
trans, supdem um substituinte compativel com a estrutura do &cido cindmico (OLIVEIRA-JUNIOR,
2017) (Fig. 52, p. 100).
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O espectro de RMN 3C, utilizando a técnica APT, (5, CDCls, 125 MHz) e suas expansdes
(Fig. 63, 64 e 65, p. 102, 103 e 104) apresentou 39 sinais, dentre estes 8 para carbonos quaternarios
em dc: 37,94 (C-4); 40,97 (C-8); 37,20 (C-10); 42,96 (C-14); 43,13 (C-17); 151,11 (C-20); 134,67
(C-17) e 166,99 (C-9’); 13 para carbonos metinicos em dc: 81,15 (C-3); 55,49 (C-5); 50,42 (C-9);
38,16 (C-13); 48,41 (C-18); 48,14 (C-19); 128,39 (C-2’, C-6); 128,57 (C-3°, C-57); 130,25 (C-4");
144,41 (C-7) e 119,01 (C-8’); 11 para carbonos metilénicos em é6¢: 38,49 (C-1); 23,82 (C-2); 18,33
(C-6); 34,32 (C-7); 21,08 (C-11); 25,22 (C-12); 27,56 (C-15); 35,70 (C-16); 29,96 (C-21); 40,13
(C-22) e 109,49 (C-29) e 7 para carbonos metilicos em d6¢: 28,02 (C-23); 16,68 (C-24); 16,31 (C-
25); 16,11 (C-26); 14,66 (C-27); 18,15 (C-28) e 19,43 (C-30) (Figura 53, p. 101).

Para Cg-8, o espectro de RMN de H (5, CDCls, 500 MHz), também apresentou sinais
condizentes com o esqueleto triterpénico do tipo lupeol. Assim como as absor¢cdes em regido
aromatica: on: 7,19 (H-2’, H-6"); 7,27 (H-3, H-5") e 7,20 (H-4’). Porém, este composto apresentou
as absorcoes em on 2,63 (t, J = 7,9 Hz, 2H, H-8’) e em 6 2,95 (t, J = 7,6 Hz, 2H H-7’), sugestivas
de hidrogénios alifaticos vicinais, em regido desprotegida (OLIVEIRA-JUNIOR, 2017) (Figura 51,
p. 99).

O espectro de RMN C, utilizando a técnica APT, (5, CDCls, 125 MHz), apresentou 39
sinais, dentre estes 8 para carbonos quaternarios em éc: 37,9 (C-4); 40,9 (C-8); 37,2 (C-10); 42,9
(C-14); 43,1 (C-17); 151,1 (C-20); 140,7 (C-1") e 172,8 (C-9°), 9 para carbonos metinicos em dc:
81,2 (C-3); 55,4 (C-5); 50,4 (C-9); 38,1 (C-13); 48,4 (C-18); 48,1 (C-19); 128,1 (C-2’, C-6"); 128,9
(C-3°,C-5") ¢ 126,3 (C-4’); 13 para carbonos metilénicos em éc: 38,4 (C-1); 23,8 (C-2); 18,3 (C-6);
34,3 (C-7); 21,0 (C-11); 25,2 (C-12); 27,5 (C-15) 35,7 (C-16); 29,9 (C-21); 40,1 (C-22); 109,4 (C-
29); 31,2 (C-7’) e 36,3 (C-8’); e 7 para carbonos metilicos em &c: 28,0 (C-23); 16,6 (C-24); 16,3
(C-25); 16,1 (C-26); 14,6 (C-27); 18,1 (C-28) e 19,4 (C-30) (Figura 53, p. 101)

Foi registrada a presenga de um sinal em 6C 81,15 e em 8C 81,20 caracteristico de carbono
carbindlico, além de dois sinais dobrados em 6C 109,49 e 151,11, caracteristico de carbonos
olefinicos. Todos esses dados em consonancia com a presenca de dois sinais, um em 6C 166,99 e
172,82 (carbonila), permitem inferir que a estrutura em questdo se trata de uma mistura de ésteres
do lupeol ligados a unidades de cinamato e diidrocinamato (OLIVEIRA-JUNIOR, 2017).

Com base nos dados espectrais apresentados e nas informacdes da literatura, foi possivel

identificar Cq-7 e Cg-8 como lupeol-3B-O-cinamato (cinamato de lupeolila) e lupeol-33-O-



94

diidrocinamato (diidrocinamato de lupeolila) ja anteriormente descrito na espécie C. quercifolius
(SILVA JUNIOR, 2017).

Figura 44. Estruturas de lupeol-34-O-cinamato e lupeol-3-O-diidrocinamato
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Tabela 12. Dados de RMN de 'H e *C (CDCls, 500 e 125 MHz) da substancia Cg-7 e Cg-8,

comparados com dados da literatura (CDCls, 100 MHz) de Oliveira-Junior (2017).

Diidrocinamato de

Cqg-7 Cinamato de lupeolila Cg-8 lupeolila
C e 8H 8c otH e 8H 8C 8H
4 37,9 - 378 - 37,9 - 378
8 40,9 - 40,9 - 40,9 - 40,9
10 37,2 - 37,0 - 37,2 - 371
14 42,9 - 42,8 - 42,9 - 42,8
17 431 - 43,0 - 43,1 - 43,0
20 | 1511 - 150,9 - 151,1 - 150,9
1’ | 1346 - 1346 - 140,7 - 140,6
9° | 1669 - 166,9 - 172,8 - 172,8
CH
4,62 (dd,J=5,1¢ 4,63 (dd, J=5,2 4,47 (dd, J=5,6 4,48 (dd, J=5,6
3 | 8l 1(0,7 Hz) 81,0 e 1(0,4 Hz) 812 e 1(0,8 Hz) 811 e 1(0,0 Hz)
5 55,4 0,89 (m) 55,3 0,84 (M) 55,4 0,89 (m) 55,5 0,84 (m)
9 50,4 1,30 (m) 50,3 1,30 (m) 50,4 1,30 (m) 50,4 1,30 (m)
13 38,1 1.65 (m) 38,0 1,66 (m) 38,1 1.65 (m) 38,1 1,66
18 48,4 1,36 (m) 48,3 1,37 (m) 48,4 1,36 (m) 48,3 1,33
19 48,1 2,38 (m) 48,0 2,38 (M) 48,1 2,38 (m) 48,0 2,38
2°/6° | 1283 7,52 (m) 1283 7,56 128,1 7,19 (m) 128,1 7,19
3/5° | 1285 7,38 (m) 1285 7,28 128,9 7,27 (m) 1289 7,38
4 | 1302 7,38 (m) 130,1 7,39 126,3 7,20 (m) 126,2 7,20
7 | 1444 | 756 (de)‘ 160 | 1443 7,67 (d) - - - -
g | 11090 | 843 (dJ=16,0 1189 6,45 (d) - - - -
Hz)
CH2
1 384 | 1,70 (m),1,04(s) | 384 1,73¢0,98 384 1.70m, 1.04 s 38,3 1,73€0,98
2 238 | 1,65(m),1,57(m) | 23,8 1,60 e 1,58 238 1.65m,1.57m | 238 1,60 e 1,58
6 18,3 | 1,48 (m),1,30(m) | 18,2 1,50e1,30 183 1.48m,1.30m | 181 1,50 1,30
7 343 - 34,2 1,39 34,3 - 34,2 1,39
11 21,0 | 1,40 (m),1,25(s) | 20,9 141e1,25 21,0 1.40m, 1.25s 20,9 141e1,25
12 252 | 1,62(m),1,18(s) | 251 1,66 e 1,09 25,2 1.62m, 1.18s 25,1 1,66 1,09
15 27,5 1,63 (m) 27,4 1,64 e1,03 27,5 1.63m 27,4 1,64 1,03
16 357 | 1,49 (m),1,41(m) | 35,6 1,50 e 1,47 35,7 1.49m, 141, m | 356 1,50 e 1,47
21 29,9 | 1,90 (m),1,30(m) | 29,8 | 1,92e1,34(m) 29,9 1.90m, 1.30,m | 29,8 1,92e1,34
22 40,1 | 1,40 (m),1,20(m) | 40,0 | 1,39e1,21(m) 40,1 1.40m, 1.20,m | 40,0 1,39e1,21
29 a—4.69 (sl) 29a—4,70 (5) 29 a—4.69 (sl) 29a— 4,70 (5)
29 1 1094 ) 99y 457l | 1994 | 200-458(s) | %% | 20b-457¢sh) | %% | 20n_ 458 (s
7 - - - - 31,2 2,93t (7,6) 31,1 | 2,96 (t, J=Hz)
8’ - - - - 36,3 2,60t (7,9) 363 | 2,63(t,J=Hz)
CHs
23 28,0 0,79 (s) 27,9 0,90 (s) 28,0 0,92 (s) 28,0 0,78 (s)
24 16,6 0,94 (s) 16,5 0,95 (s) 16,6 0,84 (s) 16,7 0,82 (s)
25 16,3 0,89 (s) 16,1 0,84 (s) 16,3 0,88 (s) 16,2 0,89 (s)
26 16,1 1,02 (5) 15,9 1,04 (s) 16,1 1,06 (5) 15,9 1,06 (s)
27 14,6 0,93 (s) 14,5 0,95 (s) 14,6 0,95 (s) 14,5 0,97 (s)
28 18,1 0,80 (s) 18,0 1,00 (s) 18,1 0,80 (s) 18,0 0,81 (s)
30 19,4 1,68 (5) 19,3 1,69 (5) 19,4 1,69 (5) 19,3 1,68 (s)




Figura 45. Espectro de Infravermelho de Cg-7 e Cg-8
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Figura 46. Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 500 MHz) da substancia Cg-7 e Cg-8
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Figura 47. Expanséo do espectro de RMN H (CDCls, 500 MHz) de Cg-7 e Cg-8
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Figura 48. Expansio do espectro de RMN tH (CDCls, 500 MHz) de Cg-7 e Cg-8
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Figura 49. Expanséo do espectro de RMN H (CDCls, 500 MHz) de Cg-7 e Cg-8
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Figura 50. Expansdo do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Cqg-7 e Cg-8
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Figura 51. Expanséo do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Cg-7 e Cg-8
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Figura 52. Espectro de RMN *3C (CDCls, 100 MHz) de Cg-7 e Cg-8
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Figura 53. Expansdo do espectro de RMN **C (CDCls, 100 MHz) de Cg-7 e Cg-8
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Figura 54. Expans3o do espectro de RMN *3C (CDCls, 100 MHz) de Cg-7 e Cg-8
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5.2.6 Identificagdo de Cg-9 e Cg-10

A mistura apresentou-se como cristais brancos, soluveis em CHCIs (Figura 54). A analise
do espectro de RMN H (CDCls, 200MHz) revelou um envelope de sinais entre 8n 2,3 — 0,65 (Figura
55, p. ) caracteristicos de hidrogénios metilénicos e metilicos de triterpenos e esteroides, sugestao
essa reforcada pela presenga de um multipleto em 6+ 3,53 (H-3), compativel com hidrogénio
oximetinico na posicao 3 do nucleo esteroidal e/ou triterpénico (ALVES, 2008; SOUZA, 2014) (Fig.
56, p. 109). Observou-se também um dubleto em &n 5,35 (d, J = 4,9 Hz, 1H) caracteristico de
hidrogénio olefinico de esteroides (Fig. 70, p. 109) (AHMED et al, 2001). Em &n 5,08 verificou-se
a presenca de um discreto multipleto referente a hidrogénios olefinicos das posices 22 e 23 da
estrutura de estigmasterol (Fig. 69 e 70, p. 109), sugerindo que a substancia em questdo se trata de
uma mistura dos esteroides f-sitosterol e estigmasterol (ALVES, 2008).

O espectro de RMN de *C (CDCls, 200MHz), permitiu reforcar a proposta de nicleo
esteroidal, indicada nos espectros de RMN 'H e verificada pela presenca de metilas caracteristicas
entre ¢ 12,01 a 19,98 (SOUZA, 2014). Como também, pelas absor¢des em dc 71,97 (C-3); 140,87
e 151,76 (C-5); 121,88 (C-6) que correspondentes aos carbonos do esqueleto esteroidal do f-
sitosterol e estigmasterol (Fig. 72 e 73, p. 109).

Para a molécula do estigmasterol ainda foi observada a presenca de dois sinais com menor
intensidade em dc 138,48 e 129,42 que se referem aos carbonos olefinicos nas posi¢oes 22 e 23
(ALVES, 2008). O que complementa a sugestdo para uma mistura de esteroides, sugerindo ainda
uma proporgdo maior do S-sitosterol, verificada pela intensidade de sinais no espectro de carbono e

a proporcionalidade das integrais entre os hidrogénios.
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Figura 55. Estruturas do f-sitosterol e Estigmasterol
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Tabela 13. Dados de RMN de H e °C (5, CDCls, 200 e 50 MHz) da substancia Cg-9 e Cg-10,
comparados com dados da literatura (6, CDCl3z, 50 MHz) de Alves (2008).

B-sitosterol Estigmasterol
Cq-9 Literatura Cg-10 Literatura
C oH &C &6C oH 6C 6C
5 140,87 140,64 151,76 140,64
10 39,90 37,16 39,90 36,39
13 42,45 42,20 42,45 42,09
CH
3 3,53 (m) 71,97 71,61 71,97 71,61
6 5,33 (d) 121,88 121,58 121,88 121,58
8 32,07 31,78 32,07 31,78
9 50,25 51,15 51,38 50,02
14 56,89 56,65 57,00 56,76
17 56,17 55,95 56,07 55,82
20 36,29 36,06 36,29 40,46
22 - - 138,48 138,26
23 - - 129,26 129,14
24 45,95 45,69 51,38 51,15
25 29,27 29,01 - -
CH: -
1 32,08 31,41 32,08 37,16
2 36,64 37,16 36,64 31,45
4 42,43 39,67 42,43 42,09
7 31,79 34,29 31,79 31,41
11 21,23 20,98 21,23 20,98
12 39,83 39,67 39,83 39,58
15 24,45 24,20 24,50 24,27
16 28,40 28,16 29,08 28,86
22 34,07 33,61 - -
23 26,17 25,93 - -
28 23,19 22,94 22,85 22,94
CH3s
18 12,01 11,77 12,01 11,96
19 19,56 18,91 19,56 19,4
21 18,93 18,70 18,93 21,03
26 19,98 19,74 19,98 19,32
27 19,17 21,16 19,17 21,16
29 12,13 11,96 12,13 12,19




Figura 56. Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz) de Cg-9 e Cg-10
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Figura 57. Espectro de RMN **C (CDCls, 50 MHz) de Cg-9 e Cg-10
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5.3 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS
5.3.1 Atividade antimicrobiana

Os produtos foram avaliados pela sua capacidade de inibir o crescimento bacteriano das
cepas selecionadas e os resultados expressos pela determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima

(CIM), estédo demonstrados na Tabela 14.

Tabela 14. Determinacdo da CIM do EEB, fases particionadas e Linamarina oriundos de C.
quercifolius.

Cepas microbianas

Pro?:r'tr(])ﬁeLs_E?dos S. aureus P. aeruginosa E. coli C. albicans C. tropicalis

Linamarina 2000 2000 1000 - -

EEB 4000 - 4000 - -

Fase Hexanica - 4000 - - -

Fase Diclorometano 4000 - 4000 - 4000
Fase AcOEt - 4000 4000 - -

Fase

N-butandlica 4000 - 2000 4000 4000

Legenda: (-) ndo apresentou inibi¢do do crescimento.

A partir dos dados obtidos, baseados na metodologia utilizada, os resultados deste estudo
obtidos para o EEB e as fases particionadas ndo justificam a indicacdo popular desta planta como
antimicrobiana, visto que Aligiannis e colaboradores (2001) afirmam que produtos-teste com CIM
determinada em uma concentracdo acima de 1,6 mg.ml-1 sdo inibidores fracos. Os ensaios de
Almeida (2013), também néo foram considerados satisfatorios, no qual o extrato hidroalcoolico a
80% da faveleira apresentou CIM e CBM em concentragdo acima de 2 mg mL™.

Peixoto Sobrinho e colaboradores (2012) avaliaram o potencial antimicrobiano de espécies
do género Cnidoscolus e verificou que o extrato das folhas de C. quercifolius apresentou baixa
atividade frente a cepas de S. aureus e S. coagulase negativa por apresentar uma CIM > 2000 ug ml
1 Em contrapartida, o extrato das cascas apresentou CIM entre 250 e 500 ug ml, demonstrando

resultados muito promissores.
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O composto Linamarina, apesar de sua elevada toxicidade descrita na literatura devido a
presenca do grupo cianeto, apresentou um valor de CIM que a enquadra como um inibidor moderado
(CIM entre 0,6 e 1,5 mg mL™) para as cepas de E. coli e fraco para as cepas de S. aureus e P.
aeruginosa, 0 mesmo nédo apresentou atividade frente as cepas de C. albicans e C. tropicalis. Esta
discreta atividade pode ainda estar relacionada ao mecanismo de agdo do grupamento CN, que esta
envolvido com a inibicdo da cadeia respiratoria, podendo sua atividade ser melhor desempenhada
em organismos que utilizem esta via para obtencdo de energia.

A critério de classificacdo, para serem considerados inibidores potentes, os produtos
deveriam obter CIM até 0,5 mg mL™. Webster e colaboradores (2008) ainda afirmam que um valor

de CIM satisfatorio ¢ considerado até 1000 pg mL™,

5.3.2 Atividade hemolitica

O resultado do ensaio de hemdlise frente a hemacias humanas demostrou que todos 0s
produtos avaliados apresentaram potencial hemolitico acima da 18%, observando-se que as fases
diclorometano e AcOEt apresentaram 0s maiores percentuais. E 0 menor valor encontrado no ensaio
foi para o composto isolado Linamarina com 18,51%, verificados na Tabela 15. O controle negativo
(solucéo salina 0,9%) ndo provocou hemolise e o controle positivo (Triton-X) apresentou percentual
de 100% de hemolise.

Tabela 15. Potencial Hemolisante do EEB, fases particionadas e Linamarina (Cg-6) oriundos de C.
quercifolius.

Potencial Hemolisante (%)

Concentracéao . ) ) )
EEB Fase hexanica | Fase diclorometano | Linamarina (Cg-6)
(mg mL™?)
4,0 6,98 4,13 61,5 18,51
2,0 2,7 2,5 1,42 34,91
1,0 1,3 1,42 - -
0,5 1,07 1,35 - -

(-) produtos ndo avaliados nesta concentracao.
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Este tipo de ensaio quando relacionado com outra atividade farmacoldgica, como por
exemplo a atividade antimicrobiana de extratos vegetais, permite o produto testado com atividade
positiva ndo causara efeito toxico ao organismo humano, durante sua utilizacéo.

Senjobi e colaboradores (2011) realizaram um ensaio de toxicidade (CL50) frente a artemia
salina do extrato etandlico das folhas de Cnidoscolus aconitifolius e verificaram que 0 mesmo se
mostrou altamente toxico, com resultados significativos de acordo com as recomendacdes do
Instituto Nacional do Céancer. O potencial toxico obtido neste ensaio pode direcionar pesquisas para
outros campos que utilizem esta propriedade para efetivagdo de sua agcdo, como nos estudos que

envolvem citotoxicidade em células neoplésicas.

5.3.3 Atividade anti-leishmania

A tabela 16 mostra a atividade anti-leishmania do composto 2-(B-D-glicopiranosiloxi)-
isobutironitrila, conhecida como linamarina (Cg-6). Esta avaliagdo demonstrou que a substancia ndo
foi capaz de inibir o crescimento das formas promastigotas de L. braziliensis em nenhuma das
concentragdes testadas (2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 ug mL™Y).

Tabela 16. Atividade anti-leishmania do composto Linamarina (Cg-6).

Atividade anti-leishmania

Linamarina (ug mL™?)

400 200 100 50 25 125 6,25 3,12

Formas promastigotas de
N SA SA SA SA SA SA SA SA
L. braziliensis

SA: Sem atividade

A farmacoterapia atual tem restri¢cdes que limitam sua aplicacdo, como a alta toxicidade que
se traduz em efeitos adversos sérios durante o tratamento, o desenvolvimento de parasitas resistentes
que sdo dificeis de combater juntamente com a reincidéncia da doenca, a auséncia de terapias orais
efetivas que melhorem a adesdo dos pacientes e o alto custo que gera perdas econémicas

principalmente para os paises em desenvolvimento (ZULFIGAR et al., 2017; SILVA, 2018).
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Alguns estudos que avaliaram o potencial citotoxico da linamarina (LI et al., 2010; GIRALD
et al., 2011), utilizavam um sistema de entrega que continha o composto isolado e sua enzima
(linamarinase), esta ao promover uma hidrolise na molécula, quebra a ligacdo com o grupamento
HCN, deixando-o livre para exercer seu efeito toxico. Com essa rea¢do ocorrendo ja na célula-alvo.
Ou seja, para exercer seu efeito toxico a linamarina precisa liberar o grupamento HCN de sua
estrutura. Deste modo, € possivel relacionar que ensaios de atividade citotoxica que nao assegurem

a liberacdo do HCN da linamarina, podem nao alcancar a eficacia desejada.

5.3.4 Atividade antiproliferativa

A Tabela 17 mostra que nas concentragdes testadas, os produtos avaliados néo
demonstraram inibicdo significativa do crescimento celular quando comparado com o
quimioterapico doxorrubicina (D), usado como controle positivo. Os graficos (Figura 74, p. 117)

mostram a porcentagem de crescimento celular em funcéo dos compostos testados.

Tabela 17. Atividade Antiproliferativa de linamarina (Cg-6) e os isomeros do lupeol-cinamato
(Cg-7 e Cg-8)

Glso (ug mL?)

Compound G B or Ki Lu P o c Le Ke
(D) <0,025 <0,025 0,14 0,094 <0,025 0,051 0,054 0,19 <0,025 0,034

(Cq_G) * * * * * * * * * *

(Cq_7 e Cq_8) * * * * * * * * * *

Human tumor lines: G = U251 (glioma); B = MCF-7 (breast); Or = NCI-ADR / RES (ovary with multiple drug
resistance phenotype); Ki = 786-0 (kidney); Lu = NCI-H460 (lung, non-small cell type); P = PC-3 (prostate);
O = OVCAR-3 (ovary); C = HT29 (colon); Le = K562 (leukemia). Human non-tumor line: Ke = HaCat
(immortalized keratinocytes).

Ambos 0s compostos ndo mostraram uma concentracdo eficaz para inibir o crescimento de
50% das celulas testadas. Neste modelo experimental, uma das maneiras de inferir a porcentagem
de crescimento é por leitura espectrofotométrica da absorbancia de proteinas celulares coradas com

Sulforrodamina B (SRB), um corante anionico de coloracdo rosa brilhante. Portanto, quanto maior
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a guantidade de SRB ligada ao compartimento, maior a quantidade de células viaveis e,

consequentemente, menor a atividade antiproliferativa da amostra em avaliagéo.

Figura 58. Porcentagem de crescimento celular de linhagens tumorais humana frente as
substancias avaliadas
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Em seus estudos Denny e colaboradores (2007), avaliaram o efeito antiproliferativo de
extratos e da fracdo organica, obtidos das folhas de Virola sebifera (Myristaceae) e verificaram que
0s produtos que apresentaram resultados positivos para alcaloides e compostos nitrogenados pela
triagem fitoquimica (extrato diclorometano e a fragdo orgéanica obtida por extracdo acido-base)
também se mostraram ativos para as linhagens tumorais avaliadas, tendo o extrato diclorometano

apresentado uma seletividade principal para a linhagem de pulmao NCI-460.



CONSIDERACOES
FINAIS
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6. CONSIDERACOES FINAIS

= O estudo de bioprospeccédo de C. quercifolius caracterizou através de técnicas analiticas a
droga vegetal oriunda do p6 das folhas, mostrando que essas técnicas podem ser aplicadas
em etapas que envolvem a producéo e controle de qualidade de futuros fitoterapicos.

= O screening fitoquimico revelou a presenca de fenodis, taninos, flavonoides e
esteroides/triterpenoides.

= Os ensaios de teor apresentaram valores de 74,19 mg g™ para polifendis totais, 48,39 mg g
! para taninos condensados e 16,72 mg g™* para flavonoides.

= A atividade hemolitica para o0 EEB e fase hexanica evidenciaram que 0S mesmos nao
possuem potenciais toxicos elevados, j& os resultados da fase diclorometano e linamarina
direcionam estes para atividades que utilizem este potencial, a exemplo da citotoxicidade
em células neoplasicas.

= As dez substancias isoladas foram: 132-hidroxi-(13%-S)-feofitina a, 13?-hidroxi-(13?-R)-
feofitina a, 132-hidroxi-(132-S)-etoxifeoforbideo a, 132-hidroxi-(132-S)-etoxifeoforbideo b,
acido trans-cinamico, linamarina, lupeol-O-cinamato, Lupeol-O-diidrocinamanto e 0s
esteroides beta-sitosterol e estigmasterol.

= Os ensaios farmacoldgicos de atividade antimicrobiana, anti-leishmania e antiproliferativa
ndo obtiveram bons resultados, porém se faz necessario avaliacdes por outros métodos ou

ajustes nas metodologias utilizadas.
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Abstract

The wealth derived from the traditional knowledge about medicinal plants and phytotherapics resurges as an option to the
undesirable effects and damages caused by synthetic drugs, also as the limited options available for some diseases. However,
this does not exempt them from testing; it proves their effectiveness, quality and safety. Cnidoscolus querci- folius, known
popularly as faveleira, is a characteristic plant of the Caatinga biome, widespread in popular medicine. The aim of this study
was to determine physicochemical profile of the leaves from C. quercifolius by analytical methods, including electron
microscopy of the particles and phytochemical, spectroscopic, thermogravimetric and hemolytic tests of the vegetal drug.
Phytochemical screening showed positivity for phenols, tannins, flavonoids and steroids/triterpenoids, and the quantification
assays obtained values of 74.19 mg g™* for total polyphenols, 48.39 mg g* for condensed tannins and

16.72 mg g for flavonoids. The SEM analysis confirmed the authenticity of the plant material used, and the ESD
identified the main ions present. The infrared spectrum revealed the presence of bands characteristic of hydroxyl, C—H bond
of aliphatic compounds, C = N grouping, carbonyl, C=C bond of aromatic rings and C-O bond. The thermal profile revealed
the occurrence of three mass loss events including loss of water, burning of carbohydrates and carbonized remains of organic
material. The hemolytic test showed a low level of toxicity. The results showed that the analytical techniques allowed
characterizing the physicochemical properties of the vegetal drug, which may be useful in studies for the

production of phytotherapics.

Keywords Faveleira - Quality control - Analytical methods

Introduction

The therapeutic practice, characterized by the use of
medicinal plants in different pharmaceutical forms, was for
a long time the only medicinal resource available to humans
[1]. To this day, some people still make conscious use of
traditional herbal medicines related to the knowl- edge and
practices acquired over the course of the century [2]. The
trend observed for phytotherapy is that, as in the past, it will
play an important role in the health care of the population.
Thus, it is important to evaluate the therapeutic
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effects of phytomedicines through randomized, double-
blind, placebo-controlled studies involving a significant
number of people. Besides to studies evaluating activity by
clinical trials, another relevant aspect is the standardization
of this activity, which ensures a uniform amount in each
dose, as well as its efficacy and safety [3, 4].

In recent years, there is a notable return and growth of
this therapeutic practice, which may be associated with
undesirable effects and damage to the health and to the
environment involving synthetic drugs [5]. It is estimated
that at least 25% of all modern medicines derive directly or
indirectly from medicinal plants, mainly through the
application of modern technologies associated with tradi-
tional knowledge [6]. In some industrialized countries, the
use of traditional medicine products is significant, as in
Canada, France, Germany and Italy, where 70-90% of its
population resort to this alternative therapy [7].
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By virtue of this, several nations have been regulating
and legislating on the safety, efficacy and quality criteria
that involve the phytotherapeutic preparations [8]. In 2006,
the Brazilian Federal Government approved measures that
ensure access and the correct use by the population, that
promote sustainable use of Brazilian biodiversity and that
stimulate the development of the national industry, through
Decree no. 5.813 of June 22, which instituted the National
Policy of Medicinal Plants and Phytomedicines. In 2008 it
was created the National Committee of Medicinal Plants
and Phytomedicines, with representatives of governmental
and non-governmental organizations of all Brazilian biomes
[9]. Currently, the registration and the notification of
national herbal products are regulated by Resolution of the
Collegiate Directors (RCD), no. 26, of May 13, 2014 [10].

Analytical methods are widely used in the quality con-
trol of extracts and products derived from herbal drugs [11],
since they provide, in a fast and accurate way, data on the
stability of the analyzed material, taking into account the
objectives of ensuring its pharmacological effects and safety
[12]. They also aim to replace the current classical methods
that are time consuming, costly and use large quantities of
organic solvents and toxic reagents [13].

Recent research has shown the use of FTIR and TG/ DTA
to standardize the quality of herbal products obtained from
Spondias dulcis Parkinson [14]. Leite et al. [15] performed
the characterization of dried extracts of the leaves from
Myracrodruon urundeuva Allemdo and eval- uated their
compatibility with pharmaceutical excipients by means of
TG, DTA and SEM. Already Sampaio et al. [16], using

thermoanalytical techniques, performed the charac-
terization of dry extracts of the leaves from Arrabidaea

chica (Humb. & Bompl.) B. Verl.

Fig. 1 Photography of C. quercifolius

Fig. 3 Photography of the flowers from C. quercifolius Pohl

The species Cnidoscolus quercifolius Pohl. (Figs. 1, 2,
3), also known as faveleira, is a tree native from the
backwoods of Northeastern Brazil, with xerophytes char-
acteristic and well adapted to the climatic conditions of
Caatinga biome [17]. Morphologically it is classified as a
tree, with simple, alternating, thick leaves that have ribs with
stinging spines. The flowers are white, arranged in summits
and fruits in capsules containing oleaginous seeds [18]. Of
great economic potential, it can be used for recovery of
degraded areas, animal and human nutrition, medicine,
biodiesel production, among others [19, 20]. In popular
medicine, the bark is used as natural antibiotic, in cases of
infection with secretion, stomach ulcer, wounds and
inflammations [21]. It has anti-rheumatic, anti-hem-
orrhagic, anti-inflammatory, antimicrobial, expectorant,
homeostatic and cicatrizing action [22]. The present study
aims to determine the physicochemical characteristics of
plant drug obtained of the leaves from C. quercifolius.



Materials and methods
Plant material

The leaves from C. quercifolius Pohl, originating from an
adult tree about 8 years old, were collected in Campus | of
the State University of Para’iba, located in the city of
Campina Grande—PB (7°12'36.3"S/35°54'51.9°W), in
June 2014, during the rainy season. The plant material was
identified and deposited at the Herbarium JPB—Lauro Pires
Xavier of the Federal University of Paraiba under no.
61.260. The vegetable raw material was subjected to drying
in a circulating air oven at 40 °C (Nova Etica), and the
micronization process of the powder made in mill of kni-
ves. The obtained powder was subjected to the extraction
process by percolation in ethanol 96% (v/v), to obtain the
crude ethanolic extract (CEE), subjected to the solvent
elimination process under reduced pressure with a tem-
perature below 50 °C. 100 g of CEE was dissolved in
solution of MeOH/H,O (7:3—v/v), with obtaining of a
hydroalcoholic solution, subsequently partitioned with the
solvents: hexane, dichloromethane, ethyl acetate and n-
butanol.

Phytochemistry analysis

The phytochemical study involved the identification of the
main secondary metabolites present in CEE [23, 24],
available in Table 1. The determination of polyphenol
content, flavonoids and condensed tannins was performed
by spectrophotometry in the UV region (UV mini-1240
Shimadzu®); initially a calibration curve was obtained,
specific for each metabolite, made from a solution of the
standard reagent. All assays were performed in triplicate and
treated statistically by ANOVA (p \ 0.005).

Quantification of polyphenols
1 mL of the aqueous CEE solution was added to 1 mL of the
Folin—Ciocalteau 1 N reagent, this mixture remained at rest

for 2 min. Subsequently to this period, 2 mL of a 20% (w/v)
aqueous solution of Na;CO3 was added, with a

Table 1 Research of secondary metabolites in C. quercifolius Pohl

Secondary metabolite Reagent

Alkaloids Dragendorff, Mayer, Bouchardat
Steroids/triterpenoids Liebermann—Burchard
Flavonoids Shinoda; oxalo-boric
Polysaccharides Lugol

Tannins FeCls to 1% (wiv)

further 10 min rest. The samples were analyzed by reading
their absorbance in a spectrophotometer (757 nm) against a
blank solution consisting of distilled water, Folin—Ciocal-
teau reagent and 20% Na,COs solution [25].

To obtain the calibration curve, a standard aqueous
solution of gallic acid (100 1g mL™Y) was prepared in
concentrations of 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 35 and 40 1g
mLt.  The concentration of polyphenols was
expressed in equivalent milligrams of gallic acid. The
analysis was performed in triplicate (n = 3) and the result
expressed by the arithmetic mean. The equation of the
calibration curve was y = 0.0247x — 0.0747
(R? = 0.9894).

Quantification of flavonoids

CEE was solubilized in 5 mL of methanol and the same
volume of a 2% (w/v) AICIz methanolic solution was added.
The mixture was allowed to stand for 10 min before reading
the absorbance in a spectrophotometer (415 nm), against a
blank solution composed only of AIClI; [26].

The calibration curve was constructed from astandard
solution at 100 1g mL"?, prepared by dissolving 10 mg of
quercetin in 100 mL of methanol. From this solution were
madedilutionsintriplicate, obtaining quercetinsolutionsat
concentrations of 16, 19, 22, 26, 28 and 30 1g mL™*. The
concentration of flavonoids was expressed in equivalent
milligrams of quercetin. The analysis was performed in
triplicate (n = 3) and the result expressed by the arithmetic
mean. The equation of the calibration curve wasy
=0.034x — 0.0053 (R? = 0.9977).

Quantification of condensed tannins

CEE sample was added to 3 mL of a solution of catechins
(4% wi/v in methanol) and then to 1.5 mL of concentrated
HCI (37%), the reaction occurred in test tubes dipped in
water at 22 °C. The absorbance reading of the solutions was
carried out with a spectrophotometer (500 nm), against a
“blank’> composed of a solution with vanillin, HCI and a
50% (v/v) ethanol/water solution [27].

The calibration curve for this assay was obtained from a
standard solution of catechins obtained by dissolving 10
mg of the standard in 100 mL of methanol. From the

solution, dilutions were made in triplicate, in order to
obtain solutions in concentrations of 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 and 100 1g mL* of the catechins standard. The
concentration of condensed tannins was expressed in
equivalent milligrams of catechins. The analysis was per-
formed in triplicate (n = 3) and the result expressed by the
arithmetic mean. The equation of the calibration curve was
y = 0.0024x ? 0.0522 (R? = 0.9924).



Scanning electron microscopy

The plant material was submitted to scanning electron
microscopy (SEM) analysis together with the quantitative
chemical analysis by energy-dispersive spectrometry (EDS)
Phenom ProX. The software of the equipment itself
determined the diameter of the particles.

Spectroscopy (FTIR)

The FTIR spectra were analyzed in a Bruker-Vertex 70
spectrometer within the range of 400-4000 cm™. The
spectrum obtained was plotted using the Origin version 8.0
program.

Thermogravimetry

The thermogravimetric analysis of leaves powder from C.
quercifolius was obtained on a model thermobalance TGA-
50H Shimadzu, with a heating rate of 10 °C min™! in a
temperature range of 25-900 °C and under dynamic
nitrogen atmosphere (50 mL min™Y). Mass loss calcula-
tions were performed using the program TASys 60 da
Shimadzu®.

Cytotoxicity in human erythrocytes

The experimental procedure was reviewed and approved by
the UEPB Ethics Committee on Human Research
(Certificate/ CEP/UEPB number 42778115.7.000.5187).
The blood (O?) was collected from healthy, adult volun-
teers, deposited in a tube with EDTA (anticoagulant).
Plasma was withdrawn after centrifugations at 2500 rpm for
5 min; subsequently, the red cell suspension was washed
with a saline solution (0.9% wi/v) in three further
centrifugation at 2500 rpm for 5 min. Disregarding the
supernatant, the washed red blood cells were suspended in
saline (0.9%) and the final solution concentration was
adjusted to 5%.

In the test tubes, 2 mL of the red blood cell suspension
was added and 2 mL of the samples pre-prepared in saline
solution (0.9%) at the concentrations of 4000, 2000, 1000
and 500 1g mL™t. After 60 min (time required for
hemolysis reaction), each tube was centrifuged at
2500 rpm for 10 min, removing the supernatant for spec-
trophotometer (Biosystems BTS-310) reading, in the

wavelength of 540 nm [28]. A solution of 0.01% Triton-X
100 was used as a positive control and saline solution (0.9%)
as negative control. The analysis was performed in triplicate
(n=3), and the result was obtained from the arithmetic mean
of the samples and the hemolytic potential calculated
according to Eq. (1):

H, ¥s Ae=Ro 100 31p
At
where Hp is the hemolytic potential (in percentage); A,
absorbance of extract; Ay, absorbance of “‘blank’” (negative
control); and A; Triton-X 100 Absorbance (positive
control).

Results and discussion

The screening of the main secondary metabolites of the
leaves from C. quercifolius was considered positive for the
presence of phenols, tannins, flavonoids and steroids/
triterpenoids. These results are similar to those found by
Peixoto Sobrinho et al. [29], which verified the presence of
these secondary metabolites in four species of the genus
Cnidoscolus: C. infestus; C. pubescens, C. quercifolius and
C. urens, in addition, corroborate the results found in the
infrared spectrum. Another study also found the presence of
coumarins, anthraconic derivatives, flavonoids, lignans and
triterpenes/steroids and the absence of alkaloids,
monoterpenes/diterpenes, anthocyanins, naphthoquinones
and saponins in the ethanolic extract of the leaves from C.
quercifolius. There was also verified that extracts of the bark
and leaves from C. quercifolius could present anti-
inflammatory and antinociceptive activity [30]. These
activities are probably related to the presence of flavonoids
and triterpenes/steroids that act on the immunological
reaction and show promising effects [31].

The content tests presented values of 74.19 mg g for
polyphenols, 16.72 mgg* for flavonoids  and
48.39 mg g* for condensed tannins (Table 2), revealing a
predominance of phenolic compounds, which have in their
composition hydroxyls and aromatic rings in single or
polymer forms, suggesting the presence of flavonoids,
tannins, benzoquinones, xanthones, lignins and coumarins
[32]. Research has shown significant relationship between
the content of phenolic compounds and antioxidant activity
[33]. Experiments with the genus Cnidoscolus found that the
species with the highest content of phenolic compounds
obtained the best results in qualitative antioxidant activity

Table 2 Values obtained in the test for the content of secondary
metabolites (polyphenols, flavonoids, condensed tannins) of CEE from
C. quercifolius Pohl

Secondary metabolite  Pattern Content/%  Content/mg gt
Polyphenols Gallicacid 7.41 79.14
Flavonoids Quercetin 1.67 16.72
Condensed tannins Catechins 4.83 48.39




assays, in the removal of free radicals and ferrous ion
chelating test [29].

The images (Figs. 4, 5) of the electron microscopy
contribute to the identification and authentication of the
material used in the study, confirming that it is of veg- etable
origin, corresponding the leaves, due to the presence of
characteristic structures such as cells and conducting vessels
[34]. The wilted appearance is related to the drying of the
greenhouse material.

The EDS analysis estimates the approximate chemical
composition of the material. Its spectrum indicates a large
presence of the oxygen ion, which can be justified by the
large presence of pores according to the observation of Figs.
6 and 7 with increase of 50009. From the pharma-
cotechnical point of view, the large presence of pores can
facilitate the penetration of solvents into extractive pro-
cesses and consequently release of active principles. The
analysis also becomes relevant in what concerns the quality
control of the material, because it highlights the presence of
possible impurities by the identification of the silicon,

Fig. 5 Photomicrography of the plant drug 9500

Fig. 7 Photomicrography of the plant drug 95000

aluminum and iron ions indicated by the spectrum (Fig. 8),
suggesting rigorous treatments in the material before its
manipulation like vegetal drug.

The IR spectrum (Fig. 9) presented a broadband in
3.320 cm™* characteristic of bond O-H; two absorption
bands were also observed, one in 2.914 cm™ and another
in 2.849 cm™ related to C-H stretches of alkanes. In
2.343 cm™l, a medium intensity absorption band was
viewed of C = N, which possibly indicates the presence of
cyanogenic glycosides commonly found in species of the
family Euphorbiaceae. Absorption bands in 1.650 cm™
and 1.559 cm™ indicative of C=C bond of aromatic rings,
when associated with a medium intensity absorption band
in 1.025 cm™* (C-O binding characteristic), indicate the
presence of functional groups as ether, ester, alcohol, car-
boxylic acid and indicates a variety of secondary metabo-
lites, as phenolic compounds, tannins, flavonoids and
terpenes [35].
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54,486 counts in 120 s

Fig. 8 EDS spectrum of the plant drug
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Fig. 9 Infrared spectrum of the plant drug

The analysis of plant extracts by this technique is of great
value, since the spectra are obtained quickly and are directly
related to the chemical composition of these [36]. This
technique can also be considered the most suit- able
among nondestructive spectroscopic methods with a focus
on solid pharmaceuticals, as the materials are not subjected
to thermal or mechanical energy during sample preparation
prevents possible solid-state transformations [37].

The thermogravimetric curve (TG) of plant drug (Fig.
10) presented the occurrence of three mass loss events. In
the first event, a loss of 11.2% may be related to dehydration
of the plant drug and the evaporation of volatile constituents,
such as essential oils [38]. In the second, there was a loss
equivalent to 50.9% of the mass of the material, a significant
loss, which can be attributed to the thermal decomposition
of carbohydrates and other organic compounds present in
the drug, besides the
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Fig. 10 Thermogravimetric curve of the plant drug from C. querci-
folius Pohl

beginning of the process of carbonization of the vegetal
material [38, 39]. In the last event, the loss of mass was
equivalent to 26.9% between the temperatures of 425 and
675 °C, the latter may refer to the burning of charred organic
matter [38-40] (Table 3). The events described by the TG
curve can also be observed in the derived curve (DTA),
which confirms the occurrence of the 3 events related to
mass losses.

Plant drug samples are multicomponent mixtures of
organic and inorganic compounds, and their thermal
decomposition curves are parts of physicochemical phe-
nomena that occur when it is heated. Thus, it is not possible to
associate the thermal decomposition effect and the mass loss
event with the identification and quantification ofthe specific
component of the sample [41]. However, thermoanalytical
techniques should be used in characterization studies, since
they allow the determination of measures such humidity,
organic and inorganic ashes, stability studies and



Table 3 Thermal profile (TG)

HH [0 0, 0,

of vegetal drug from C. Stages of decomposition Til°C Ti/°C Mass loss/% Mass loss/mg
quercifolius with their First 25 125 112 0.77
respective mass losses, in each - '
temperature range (°C) Second 125 425 50.9 35

Third 425 675 26.9 1.85
Table 4 Hemolytic potential of - =y 0 s - "
CEE and phases from C. Concentration/mg mL CEE/% Hexane phase/% Dichloromethane phase/%
quercifolius Pohl 4.0 6.98 4.13 615

2.0 2.7 25 1.42

1.0 13 1.42 -

0.5 1.07 1.35 -

—, products that did not present hemolysis

degradation kinetics and other characteristics of vegetal drug
product or active pharmaceutical ingredient [37].
Hemolytic activity was employed to evaluate the potential
ofthe productinto cause erythrocytes membrane lesions by
opticalreadingofreleasedhemoglobin. Theresultofthetest
showed that the majority of the evaluated products presented
lowpercentages oftoxicity, except forthe dichloromethane
phase, which presented in the concentration of 4000 19
mL™ a percentage around 60% of hemolysis
(Table 4). This type of test, when related to some pharma-
cological activity or even with some therapeutic indication
based on popular medicine, evaluates the toxic potential of
the extract to the human organism. The presence of a result
considered toxic does not rule out the use of the tested pro-
duct, but can direct its application to areas that take advan-
tage of this property. A toxicity test against Artemia salina
from the ethanolic extract of the leaves from C. aconitifolius
found that its high toxicity showed very significant results in
relation to those recommended by INCA (National Cancer
Institute) [42]. These results may be useful in cytotoxicity
studies in neoplastic cells.

Conclusions

The use of medicinal plants and phytomedicines is growing
in a worldwide scale. In this context, measures are needed
to qualify these products, preventing people from having
uncontrolled access and lacking sufficient scientific
knowledge of their therapeutic and toxic effects. In
accordance with the standards recommended by the
Brazilian legislation, the plant raw material from C.
quercifolius was subjected to numerous experiments. The
results of these experiments were favorable for in-depth
phytochemical and pharmacological studies that provide a
good support for the production of future phytomedicines.
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