UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COORDENACAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Principios Antimalaricos de Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae)

ABRAAO ALEXANDRE DE SOUZA

Manaus-AM
Abril, 2016



'UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COORDENACAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ABRAAO ALEXANDRE DE SOUZA

Principios Antimaléaricos de Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae)

Orientador: Dr. Adrian Martin Pohlit

Coorientadora: Dra. Zelina Estevam dos Santos Torres

Manaus-AM
Abril, 2016



Ficha Catalografica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Souza, Abrado Alexandre de
S729p Principios Antimalaricos de Croton cajucara Benth.
(Euphorbiaceae) / Abrado Alexandre de Souza. 2014
136 f.:il.; 31 cm.

Orientador: Adrian Martin Pohlit

Coorientador: Zelina Estevam dos Santos Torres

Dissertagdo (Mestrado em Quimica - Orgénica) - Universidade
Federal do Amazonas.

1. Fitoquimica. 2. malaria. 3. Plasmodium. 4. substancias
antimalaricas. 5. semissintético. |. Pohlit, Adrian Martin II.
Universidade Federal do Amazonas lll. Titulo




Principios Antimaléaricos de Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae)

ABRAAO ALEXANDRE DE SOUZA

Dissertacdo apresentada a Coordenagdo do Programa de Pés-Graduacdo em Quimica
da Universidade Federal do Amazonas, como requisitos parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Quimica.

Parecer da banca examinadora: APROVADO

COMISSAO EXAMINADORA

Coa~ MM . PoceR

Prof. Dr. Adrian Martin Pohlit
Universidade Federal do Amazonas
Orientador

e

|
-
/

A AN 'qb’“\jﬂdl ¢ J o
' Prafi @ Dr.? Mariangela de Burgos de Azevedo
CBA/ Membro Externo

Membro Externo/CBA

g/\\“\ o S —
Prof.2 Dr.2 Maria da Paz Lima
Membro INPA

Universidade Federal do Amazonas
Manaus, 20 de Abril de 2016



“Pai, tu és a fonte de toda a Vida, as vezes me perco em meio as suas infinitudes
maneiras que tens de ganhar formas entre n6s. Acompnhas teus filhos em cada fechar e abrir
de olhos, se delicia com as singela refeicdo que preparo, se entrete mesmo aos meus
devaneios de pensamentos que me arrebata de vez em quando, se estou com amigos a

conversar sobre 0s assuntos mais indteis, mesmo assim estas la, em fim, OBRIGADO.

Aos meus pais: Francisco Alexandre de Souza e Maria do Socorro Saraiva de Souza,
agradeco pelos esforcos em oferecer-me sabedoria para subir os degraus da vida. As minhas
filhas por serem a razo que me fazem vencer as dificuldades com forgca e coragem e me
motivam a procurar sempre uma saida quando ja ndo me parece haver nenhuma. Carrego

vocés gravados no meu coracao.

“Ainda que eu falasse as linguas dos homens e dos anjos, e ndo tivesse amor, seria
como o metal que soa ou como o sino que tine. E ainda que tivesse o dom de profecia, e
conhecesse todos os mistérios e toda a ciéncia, e ainda que tivesse toda a fé, de maneira tal
gue transportasse 0s montes, e ndo tivesse amor, nada seria. E ainda que distribuisse toda a
minha fortuna para sustento dos pobres, e ainda que entregasse 0 meu corpo para Ser
qgueimado, e ndo tivesse amor, nada disso me aproveitaria... Quando eu era menino, falava
como menino, sentia como menino, discorria como menino, mas, logo que cheguei a ser
homem, acabei com as coisas de menino. Porque agora vemos por espelho em enigma, mas
entdo veremos face a face; agora conheco em parte, mas entdo conhecerei como também sou
conhecido. Agora, pois, permanecem a fé, a esperanca e 0 amor, estes trés, mas o maior
destes é 0 amor.”
(1 Corintios 13:1-3, 11-13.)



AGRADECIMENTOS

e A Deus por me tornar forte nos momentos dificeis da vida.

e Ao0s meus pais pelo apoio e incentivo.

e Ao meu orientador Dr. Adrian Martin Pohlit pela paciéncia e orientacéo.

e A minha coorientadora Dra. Zelina Torres pelo conhecimento repassado.

e Ao Dr. Orivaldo Lacerda Junior pela colaboracdo na obtencdo de um derivado
semissintetico.

e Ao Dr. Luiz Francisco Rocha e Silva, pela analise in vitro da atividade antiplasmodica
das substancias isoladas neste trabalho.

e A Karla Lagos pela anélise in vivo da atividade antiplasmédica de uma substancia
isolada neste trabalho.

e Aos colegas do LAPAAM, pela colaboracao nas identificacdes das substancias.

e Ao Curso de Po6s-Graduacdo em Quimica (PPGQ) da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM)

e Ao Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), onde foi realizada a parte
experimental do trabalho.

e A FAPEAM, pela bolsa concedida.

e Aos amigos do Laboratdrio de Principios Ativos da Amazonia-LAPAAM/INPA.

e A todos que ajudaram direta ou indiretamente na concluséo deste trabalho.



RESUMO

A malaria é uma das doencas endémicas mais relevantes nas regiGes tropicais cujo o
tratamento estd baseado em substéncias descobertas a partir de plantas utilizadas
tradicionalmente na medicina popular. Assim, diante da resisténcia do parasita (Plasmodium
spp.), a busca por novas drogas se tornou fundamental. Entre as substancias bioativas de
espécies vegetais, os terpenodides apresentam-se com uma gama de atividades bioldgicas,
dentre as quais se destacam a antimalarica. Diante disso, esta pesquisa teve por objetivo 0
isolamento de substancias com potencial antimalarico. A espécie que tém indicacdo como
antimalarica e que foi utilizada no presente estudo é facilmente encontrada e além disso €
cultivada no Estado do Amazonas na EMBRAPA e INPA: ‘sacaca’ (Croton cajucara Benth).
As cascas e folhas de ‘sacaca’ Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae) foram submetidos
para preparo de extratos bioativos, com relevancia na atividade antimalarica. Onde se
observou boa atividade do extrato cloroformico das folhas no bioensaio in vitro frente a cepa
K1 de P. Falciparum, com Clsp = 6,4 + 1,2 ug/mL, seguida do extrato etandlico das cascas,
com Clsp = 17,2 £ 6,6. Os extratos foram investigados por meio de uma abordagem
fitoquimica tradicional, baseada no fracionamento cromatografico em coluna aberta,
resultando no isolamento de sete substancias. A substancia natural 1 foi acetilado numa
reacao de anidrido acetico (Ac,0) e piridina (CsHsN), resultando no composto 2. Estes oito
compostos foram identificados principalmente por meio de anélises de RMN *H e **C 1D e
2D e CL-EMAR. Em seguida as oito substancias passaram por screening para avaliar suas
atividade antiplasmodica em duas concentracdes (50 e 5 pg/mL): Os resultados revelam que
apenas trés compostos apresentaram inibicdo acima de 50% (1, 2 e 6), mas o composto (6)
apresentou melhor atividade ao inibir mais de 80% do crescimento in vitro da cepa K1 de P.
Falciparum: 70,5-68,0 (1); 63,9-55,6 (2); 57,6-0 (3); 41,8-37,2 (4); 18,6-23,2 (5); 92,7-75,6
(6); 34,9-23,2 (7) e 37,2-11,6 (8). O 1 e 6 tiveram suas Clsy calculadas, onde apresentaram
atividades moderadas in vitro contra cepa de P. Falciparum, com Clsp= 23,7 e 23,0 pg/mL,
respectivamente. O composto 1 foi 0 unico a ser testado in vivo, no entanto ndo apresentou
atividade frente ao P. berghei, por via oral e subcutanea durante o periodo de sete dias de

tratamento.

Palavras — chave: Fitoquimica, malaria, Plasmodium, substancias antimaléricas,

semissintético.



ABSTRACT

Malaria is one of the most important endemic diseases in tropical regions whose treatment is
based on substances discovered from plants traditionally used in folk medicine. Thus, faced
with the resistance of the parasite (Plasmodium spp.), The search for new drugs has become
fundamental. Among the bioactive substances of plant species, terpenoids have a range of
biological activities, among which antimalarial. Therefore, the objective of this research was
the isolation of substances with antimalarial potential. The species that are indicated as
antimalarial and that was used in the present study is easily found and is also cultivated in the
State of Amazonas in EMBRAPA and INPA: 'sacaca’ (Croton cajucara Benth). Croton
cashews and leaves of Benth (Euphorbiaceae) were submitted for the preparation of bioactive
extracts, with relevance in the antimalarial activity. In the in vitro bioassay of the P.
falciparum K1 strain, IC50 = 6.4 = 1.2 ng / mL, followed by the ethanolic extract of the bark,
with IC 50 = 17.2 + 6.6. The extracts were investigated by means of a traditional
phytochemical approach, based on the open column chromatographic fractionation, resulting
in the isolation of seven substances. Natural substance 1 was acetylated in a reaction of acetic
anhydride (Ac 2 O) and pyridine (C 5 H 5 N), resulting in compound 2. These eight
compounds were identified primarily by 1 Hand 13 C 1 D and 2 D and CL-EMAR NMR
analyzes. The results showed that only three compounds had inhibition above 50% (1, 2 and
6), but the compound (1) and (2) 6) showed better activity by inhibiting more than 80% of in
vitro growth of P. falciparum strain K1: 70.5-68.0 (1); 63.9-55.6 (2); 57.6-0 (3); 41.8-37.2 (4);
18.6-23.2 (5); 92.7-75.6 (6); 34.9-23.2 (7) and 37.2-11.6 (8). 1 and 6 had their IC50
calculated, where they presented moderate in vitro activity against P. falciparum strain, with
IC 50 = 23.7 and 23.0 ng / mL, respectively. Compound 1 was the only one to be tested in
vivo, however it did not show activity against P. berghei, orally and subcutaneously during

the seven day treatment period.
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1. INTRODUCAO

A maléria ainda é um dos mais sérios problemas de saude publica do mundo. Isso se
deve a varios fatores, dentre estes a sua extensa distribuicdo geografica. Essa doenga é um
fator limitante ao crescimento econdmico em varias areas do globo, particularmente nos
paises tropicais, onde essa enfermidade continua sendo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade. Ocorre aproximadamente em 100 paises, principalmente em regides
de clima subtropical e tropical. Atualmente as situacdes mais graves se concentram na Africa
Subsaariana (WHO, 2016).

Em todo mundo, cerca de 214 milhdes de pessoas foram infectadas por Plasmodium
spp. no ano de 2016. Destas, 438 mil vieram a Obito, das quais a maioria eram criangas
menores de cinco anos. A Organizacdo Mundial da Saude afirma que 3,4 bilhGes de pessoas
continuam vivendo em &reas de risco de contrair a doenca, principalmente na Africa e no
sudeste da Asia. Cerca de 80% dos casos de malaria aconteceram no continente africano
(WHO, 2016).

No Brasil, aproximadamente 99% dos casos de malaria registrados se encontram na
Regido Amazobnica. Isto acontece devido a regido apresentar caracteristicas climaticas,
ambientais e ecoldgicas extremamente favoraveis a proliferacdo do mosquito transmissor
(CONFALONIERI, 2005).

Esse fato se agrava frente a dificuldade do controle dessa doenca, devido a resisténcia
adquirida pelo parasita (Plasmodium spp.) frente as drogas utilizadas no tratamento da malaria
(GINSBURG e DEHARO, 2011; WELLS, 2011; ANTHONY et al., 2012). Essa resisténcia
adquirida pelo parasita tem incentivado a busca por novos agentes quimioterapéuticos em
espécies vegetais, incluindo as tradicionalmente utilizadas como antimalaricas, a exemplo da
Cinchona officinalis e Artemisia annua, das quais foram descobertas a quinina (4) (Figura 1)
e artemisinina (12) (Figura 1), respectivamente (BERO et al., 2009; RUKUNGA et al., 2009;
ADEBAYO e KRETTLI, 2011).

No Brasil, a biodiversidade Amazonica, ainda em grande parte desconhecida,
impulsiona a busca por novas drogas, principalmente a partir de plantas. Porém, nesta regiao,
a investigacao por principios ativos por meio de estudos quimicos e farmacolégicos ainda é
considerada incipiente, contrastando com 0 que ocorre em outros paises e em outras regies
(POHLIT et al., 2013).
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O Croton cajucara Benth. (quimiotipo branca e vermelha) é uma planta comumente
indicada na literatura como antimalédrica possuindo uma ampla variedade de atividades
biolégicas. Em estudos farmacoldgicos observou-se o efeito hiporlipidémico a partir dos
extratos hidroalcéolicos das folhas (FARIAS et al., 1996), assim também como propriedades
antimutagenicida e antiulcerogenica (SANTOS et al., 2006; VIEIRA et al., 2008; SOUZA-
BRITO et al., 2008).

Extratos preparados das folhas apresentaram acdo antinociceptiva (CAMPOS et al.,
2002) e no combate ao estresse oxidativo (TIEPPO et al., 2006). Em estudos anteriores o
extrato cloroférmico da folha da variedade vermelha exibiu boa atividade in vitro contra P.
falciparum, com Clsp = 6,4 £ 1,2 pg/mL, LIMA et al., 2015.

Estudos fitoquimicos com espécies do género Croton a classifica como uma rica fonte
em metabolitos secundarios, principalmente terpendides (BERRY et al., 2005; SALATINO et
al., 2007). O presente trabalho avaliou o potencial antimalérico de Croton cajucara a partir de
substancias isoladas de extratos cloroférmico e etandlico, obten¢do de um novo composto via
semissintese e teste da atividade antimalarica in vitro contra P. falciparum e in vivo frente ao

Plasmodium berghei.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Maléria

N&o obstante o nimero de infec¢bes estd diminuindo, a maléria ainda é considerada
uma das piores doencas infecciosas transmitidas por vetores no mundo. Em 2014, ocorreram
438 mil 6btos no mundo. Dessas, cerca de 70% foram acometidas com criangas com idade
inferior a cinco anos (WHO, 2015).

Essa doenca estd amplamente distribuida nas regiGes tropicais e subtropicais do
planeta, no entanto, mais de 88% dos casos e 90% das mortes ocorrem na Africa, e o restante
se concentra na India, Sudeste Asiatico e América do Sul (WHO, 2015; CRUZ et al., 2013).

Figura 1. Distribuicdo mundial da malaria.
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Fonte: WHO 2016
Na América, apesar da tendéncia para a diminuicdo do numero de casos (de 1,2
milhGes em 2000 para 390 mil casos em 2014), os dados ainda sdo considerados
preocupantes. Nessa regido, trés paises sdo responsaveis por 77% dos casos, dentre eles o
Brasil, que lidera o ranking com 37%, seguido pela Venezuela (23%) e Colémbia (17%)
(WHO, 2015).

Figura 2. Distribuicdo da malaria na America do Sul/Brasil.
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No Brasil, aproximadamente 99,9% dos casos ocorrem na regido Amazonica. Nessa
regido, o risco de contaminagdo ndo € uniforme, por isso € estimado pela incidéncia
parasitaria anual (IPA), calculada por nimero de casos dividido pela populacdo sob-risco e
expresso em casos por mil habitantes. Essa incidéncia classifica as areas como de alto (> 50),
médio (< 50 e > 10) e baixo risco (< 10). Dos 5.565 Municipios do Brasil, 156 foram
classificados como em fase de controle, 38 em pré-eliminacdo, 447 em fase de eliminacéo e
4.924 em fase de prevencdo da reintroducdo, quanto a transmissdo do P. vivax (BRASIL,
2014). As principais espécies de mosquitos transmissores da maléria no pais sdo do género
Anophelis: A. darlingi, A. aquasolis, A. albitarsis. Conhecidos popularmente como
“carapana”, “murigoca”, “sovela”, “mosquito prego” e “bicuda” (LOIOLA, et al., 2002;
BRASIL, 2009).

Os sintomas da maléria variam de acordo com a espécie do parasita, assim como cada
hospedeiro pode responder de forma diferente. Em geral, os sintomas sdo dor de cabega, dores
musculares, nauseas e tonturas, bem como a sensacao de frio, acompanhada de tremor, febre e
suor e em alguns casos mais severos podem ocorrer dores abdominais fortes, sonoléncia e
reducdo da consciéncia e até coma, como no caso da malaria cerebral. A malaria durante a
gravidez esta associada com aumento do risco de anemia materna, aborto espontaneo, reducéo
do peso da crianca, parto prematuro e outros efeitos adversos sobre a satide (ADITYA et al
2013; LUZ et al., 2013).

O parasita da malaria é do género Plasmodium. E dentre as espécies desse género que
parasitam de forma natural os seres humanos, o P. falciparum apresenta uma diversidade
genética que permite uma maior resisténcia as drogas antimalaricas, o que faz com que essa
espécie seja responsavel pelo maior nimero de casos € 0 maior numero de mortes
relacionadas a essa doenca, no mundo (BANNISTER e MITCHELL, 2003; KAUR et al.,
2009; MACHADO et al., 2010).

2.2 O cenario das principais drogas antimalaricas no mundo

Os principais medicamentos disponiveis para combater as doencas infecciosas, e em
particular para a malaria tém origem nas plantas. A quinina (4) (Figura 3) é o composto mais
importante utilizado contra a malaria e foi isolada em 1820 a partir de casca de uma planta do
género Cinchona, utilizada, havia muito tempo, por indios peruanos, como antitérmico. A

partir da descoberta dessa substancia, novos compostos que apresentam em sua estrutura o
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esqueleto quinolinico foram sintetizados e utilizados como farmacos antimalaricos como a
cloroquina (3), mefloquina (11 a e b) e amodiaquina (5) (Figura 3) (SILVA et al., 2005a).

A cloroquina ainda é o antimalarico mais amplamente prescrito nos trépicos. No
entanto, o seu uso tem perdido a viabilidade em razdo do elevado nivel de resisténcia do
parasita. A resisténcia é adquirida devido a mutagdes génicas espontaneas e/ou a selecdo dos
parasitas mais resistentes em virtude da utilizacdo indiscriminada dos medicamentos
(MACKINNON, 2005; NOEDL et al., 2008).

O primeiro registro de resisténcia do P. falciparum frente a quinina ocorreu no ano de
1910, contra a cloroquina em 1957, proguanil em 1949, sulfoxina-pirimetamina em 1967 e
mefloquina em 1982 (CRAVO e ROSARIO, 2003). Para 0 P. vivax também ja existem relatos
de resisténcia frente a cloroquina, sendo o primeiro caso descrito em 1989 na Nova Guiné e a
partir dai em muitos locais foi observada, inclusive no Brasil (GARAVELLI e CORTI, 1992;
ALECRIM et al., 1999).

Na década de 70, outra substancia com grande potencial antimalarico foi isolada, a
artemisinina (12) (Figura 3), obtida a partir da planta Artemisia annua, erva utilizada pela
medicina tradicional chinesa a mais de 2.000 anos na forma de infusdo para o tratamento de
febre e maléria. Essa substancia se destacou pela rapida eliminacdo do parasita, com boa
evolucdo clinica do paciente. A artemisinina € uma lactona sesquiterpénica e apresenta em sua
estrutura uma ligacdo endoperdxido, que segundo estudos parece ser crucial para sua
atividade antimaléarica (FRANCISCO e VARGAS, 2010).

Durante décadas se conviveu com o problema da dificuldade de se produzir
sinteticamente a artemisinina (12), assim a indudstria famacéutica contava com poucos
artemisininicos sintéticos, os quais somente alguns possuiam estabilidade estrutural,
biodisponibilidade oral e poténcia terapéutica. Apenas recentemente, a sintese e a entrada da
artemisinina semissintética para a produgdo comercial foi possivel, demostrando ser um
grande avanco para o desenvolvimento e producédo de agentes farmacéuticos contra a maléria.
(SCHWIKKARD e HEERDEN, 2002; PADDON e KEASLING, 2014).

Assim, diante da recente introducdo de derivados semissintéticos da artemisinina e
devido a resisténcia do parasita frente a essa substancia ja relatada na literatura, foi
introduzido o tratamento da maléaria com a jungdo de diferentes drogas, a chamada terapia
combinada a base de artemisinina (ACTs), (EGAN, 2009; DOUGLAS et al., 2010; HUNJA et
al., 2013; PHYO et al., 2012; WEATHERS e TOWLER, 2014).
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Figura 3. Estruturas de compostos antimalaricos.
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2.3 Consideracdes gerais sobre a familia euphorbiaceae e o genero Croton.

A familia Euphorbiaceae ¢ uma familia de plantas amplamente distribuidas em regides
tropicais e temperadas de todo o mundo, possuindo aproximadamente 300 géneros e 8000
espécies, sendo o género Croton o segundo com maior nimero de espécies desta familia,
apresentando cerca de 700 espécies, na sua maioria encontradas no Brasil (BERRY et al.,
2005).

Figura 4. Distribui¢do da do género Croton no globo terrestre.
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O género Croton tem representantes tanto medicinais quanto tdxicos, extratos
etanolico das folhas de Croton mubango e C. leptostachyus Kunth, apresentaram Clso de 3,2
ug/ml e 2,1+0,2 pg/mL, respectivamente (MESIA et al., 2005; GARAVITO et al., 2006). In
vivo a atividade antimalérica de C. mubango foi avaliada contra o P. berghei, e 0 extrato
aquoso apresentou inibigédo entre 60 e 80% a uma dose oral diaria de 200 mg/kg (MESIA et
al., 2005).

Okokon e Nwafor (2009) em estudo in vivo com extratos obtidos a partir das raizes de
C. zambesicus por diferentes solventes, observou-se inibigéo entre 58 a 75% a uma dose de 57
mg/kg Mohammed et al. (2014) observaram um efeito significativo de dose dependencia na
supressdo do P. berghei em camundongos utilizando varias doses (200; 400 e 600 mg/kg) dos
extrato aquoso e metandlico de C. macrostachyus hocsht. Resultados semelhantes foram

observados por Bantie et al. (2014) para esse mesma espécie tanto no extrato bruto quanto
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para as fragOes testadas (cloroférmica, metandlica e aquosa), sendo os melhores resultados
obtidos pela fracdo cloroférmica.

Uma das espécies mais conhecidas no Norte do Brasil € o Croton cajucara Benth.
(ABREU et al., 2001; MACIEL et al., 2002; CONCEICAO et al., 2002). Varios autores
relatam que a sacaca apresenta propriedades antidiarréica, antiinflamatoria, antilitica,
antitumoral, antiulcerogénica, emagrecedora, estomaquica, hipoglicémica, além de ser
utilizada contra hepatite, febre e para tratar anemia e para controlar indices de colesterol
(ICHIARA et al., 1992; FARIAS et al., 1997). Para tratar a malaria, a sacaca tem sido

indicada por meio da infusdo das folhas e da casca do caule (ODONNE et al., 2013).

2.4  Considerac0es gerais sobre Croton cajucara Benth.

O C. cajucara ¢ conhecido popularmente como ‘sacaca’, ¢ um arbusto de folhas
lanceoladas, dotadas de peciolo, de até 14 cm de comprimento por 5 cm de largura, de
coloragdo verde ou pardacenta e suas flores em racimos terminais de 6 a 9 cm de
comprimento, apresenta ainda casca pulverulenta e aromatica (SECCO, 1990;
CHAUDHURRY, 1995; MACIEL et al., 1998). Essa espécie corresponde a uma das plantas
mais conhecidas no norte do Brasil e tem sido utilizada h4 muito tempo como fitoterapico
(COSTA et al., 2007). A Embrapa Amazonia Ocidental apresenta experiéncia de cultivo e do
estudo fitoquimico de dois morfotipos denominados sacaca branca e vermelha, definidos

principalmente pela diferencana coloragédo das folhas quando jovens (CHAVES et al., 2006).

2.5 Constituintes quimicos encontrados no Croton cajucara Benth.

Na regido amazoénica o Croton cajucara conhecido como sacaca, possui grande
importancia farmacoldgica sendo detentora de um histérico uso na medicina popular. Porém
estudos de caracterizacdo fitoquimica tiveram como base, primeiramente a avaliacdo dos
componentes quimicos presentes no 6leo essencial das folhas e cascas do caule. Investigactes
dos constituintes quimicos do oOleo essencial extraidos das folhas classificou como produto
majoritario o linalol (66%), detectando outros compostos em quantidades bem inferiores, 1,8-
cineol (2,55%) e 1,65% de outros terpendides (CAMPBELL et al., 1972). O 6leo essencial da
casca do caule detectou a presenga de Vvarios sesquiterpenos como: cadineno, mirceno, o-
humuleno, a-pineno, R-cariofileno (HIRUMA-LIMA et al., 2002).

Trabalhos pioneiros investigaram 0s componentes quimicos de extratos da casca do
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caule da sacaca, foi isolado primeiramente o composto de formula molecular Ci9H;,04
identificado como um diterpeno da classe dos nor-clerodano, chamado de trans-
desidrocrotonina (1), ver (figura 3) (ITOKAWA et al.,, 1989; ITOKAWA et al., 1990;
ICHIHARA et al., 1992; KUBO e ASAKA, 1991; MACIEL et al., 2000).

Depois que foi observado o alto rendimento do diterpenos 1, alavancou-se uma corrida
de investiga¢des buscando novos compostos do Croton cajucara. Trabalhando também com
cascas do caule, partindo de uma metodologia classica (6 Kg) pesquisadores obtiveram o0s
seguintes compostos isolados, diterpenos cajucarina A (6), cis-cajucarina B (8), cajucarinolida
(4) e iso-cajucarinolida (5) (ITOKAWA et al., 1990; ICHIHARA et al., 1992; MACIEL et
al., 1998).

Estudos fitoquimicos realizados a partir dos extratos das folhas identificaram os
principais constituintes quimicos, estes sdo os esterdides (3-sitosterol (15), Estigmasterol (16)
e 3-O-glicopiranosil-B-sitostero (14), e também dois flavanoides (3,7,4’-tri-O-metilcanferol
(12) e 3,7-di-O-metilcanferol (13)) e um diterpeno da classe dos nor-clerodanos
cajucarinolida (4) (CAMPOS et al., 2002; MACIEL et al., 2003).

Pesquisas comprovaram que o composto majoritario em plantas com até um ano de
idade, ndo é o composto 1 como é relatado por Maciel et al., 1998 para plantas de 4-6 anos de
idade. Em plantas bem jovens quem tem maior rendimento é o &cido acetil aleuritélico (11).
Foi feito estudo de (11), por modelagem molecular do estado sélido atravéis de RMN de *C,
para caracterizacdo estrutural desta substancia (SAN GIL et al., 2008). Este composto (11)
também foi isolado de extratos obtidos a partir de hexano e metanol das cascas do caule do C.
cajucara, dois novos diterpenos t-cajucarina B (7) e sacarina (9) além dos ja conhecidos nor-
clerodanos, t-crotonia (3), t-desidrocrotonina (1), c-cajucarina B (7), cajucarina A (6) e
cajucarinolida (4) (MACIEL et al., 1998).
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Figura 5. Estruturas quimica de substancias isolados de Croton cajucara Benth.

trans-desidrocrotonina (1)  cis-desidrocrotonina (2) cajucarinolida (4) iso-cajucarinolida (5)

cajucarina A (6)  trans-cajucarina B (7) cis-cajucarina B (8) sacacarina (9) iso-sacacarina (10)
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2.6 Atividade bioldgica da C. cajucara Benth.

A populagdo se utiliza da “sacaca” (Croton cajucara) para a obtencdo de remédios
caseiros, conhecidos como chas. A partir do o conhecimento comum a populacdo passou a
produzir pilulas artesanalmente, e as partes ultilizadas sdo as folhas e cascas do caule. As
aplicagdes mais tradicionais sdao no tratamento do diabetes, controle do mau colesterol,
diarréia, problemas renais, inflamacgéo da vesicula, febre, problemas estomacais, inflamacGes
do figado e maléria (SILVA et al., 2005b; BIGHETTI et al., 2004; DI STASI, 1989; DI
STASI et al., 1994; DI STASI e HIRUMA, 2002).

Na cidade de Belém-PA pode-se facilmente encontrar cascas do caule pulverizado de
sacaca, sendo comercializada na forma de cépsulas. Nas feiras o atrativo principal sdo as
folhas, estas ttm como foco de acdo os problemas de disturbios do figado e auxilia na
digestdo, pois esta é comercializada como detentora de uma potente acdo hepatoprotetora,
mas suas agdes ndo param por ai, além do diabetes é também usada como suplemento em
dietas de emagrecimento (MACIEL et al., 1998; MACIEL et al., 2000; VEIGA JR et al.,
2005).

A raz&o do uso das folhas da sacaca no combate ao colesterol foi fortalecido mediante
observacdo do efeito hiporlipidémico a partir do extrato hidroalcéolicos, e este efeito esta
diretamente relacionado a diminuicdo do indice de colesterol, (FARIAS et al., 1996), assim
também como propriedades antimutagenicida e antiulcerogenica (SANTOS et al., 2006;
VIEIRA et al.,, 2008; SOUZA-BRITO et al.,, 2008). Extratos preparados das folhas
(hexanicos, cloroférmico e metandlico), tiveram acdo bioativa antinociceptiva (CAMPOS et
al., 2002), e possui atividade no combate ao estresse oxidativo (TIEPPO et al., 2006).

Partindo do pressuposto que folhas e cascas de Croton cajucara sdo utilizadas na
medicina popular por suas a¢bes farmacoldgicas, substancias majoritarias sdo isoladas, para
realizacdo de ensaios biologicos em pesquisas cientificas académicas, o acido acetil
aleuritolico (11) foi testado para diversas doengas, se mostrando possuir grande atividade
antinociceptiva, antiespasmaodica e anti-inflamatoria. (PERAZZO et al., 2007; MACIEL et
al., 2000; MACIEL et al., 1998).

Outra substancia que possui acentuado grau de atividade é o diterpeno trans-crotonina
(3), porém seu baixo rendimento, ndo contribui para realizacdo de testes biologicos, mas
reacOes de hidrogenacdo por meio de catdlise partindo do composto majoritario trans-

desidrocrotonina (1), foi possivel testar para doencas da qual a substancia 1 demonstrou

27



atividade, e para algumas o trans-crotonina (3) apresentou potente acdo como: atividade
antiulcerogénica (MACIEL et al., 2000; MACIEL et al., 1998, ALMEIDA et al., 2003),
porém foi ineficaz no teste para células tumorais (GRYNBERG et al., 1999).

A sacaca € uma planta também comumente indicada na literatura como antimalérica.
Em estudo anterior, os extratos de ambos os quimiotipo apresentaram atividade ou atividade
moderada in vitro, (Tabela 1). O extrato cloroférmico da folha do quimiotipo vermelha exibiu
o melhor resultado, com Clso = 6,4 + 1,2 pg/mL, (LIMA et al., 2015). Com base nesses

resultados, a sacaca se mostra com grande importancia para a busca de antimalaricos.

Tabela 1. Atividade in vitro contra cepas do P. falciparum de extratos obtidos a partir de 2 quimiotipo da planta
Croton cajucara Benth.

% de inibigéo por Clso HRP2

Espécie Psgritia Solvente? Microscopia (Pf K1)° (PfW2) " (é;a:ilif/lic;gg:
50 ug/mL 5 pg/mL  pg/mL £ DP

CHCI, 86 5 29,1+6,3 |
Casca EtOH 99,1 26,3 17,2+ 6,6 AM

Croton cajucara H,O(i) 39,7 27,9 >50 |
(quimiotipo: branca) CHCI4 98,3 34,8 11,3+34 AM
Folha EtOH 98 25 16,3+45 AM

H,0(i) 17,2 0 >50 |

CHCI, 99,3 32,9 32,2+57 |

. Casca EtOH 61 0 >50 |

Cr(OtSirr‘n‘i:g{i“Cj‘_ra H,0(i) 100 20,4 >50 |
?,ermelhg) ' CHCl, 97,8 74,9 6,4+1,2 A
Folha EtOH 99 86,8 13,3+£2,3 AM

H,0(i) 29,7 15,2 >50 |

LIMA et al., 2016
*Como critério de atividade in vitro foi estabelecido que as amostras com ICsx, de:

<1 pg/mL - Muito Ativo (MA)
1a 15 pg/mL — Ativo (A)

16 a 30 pg/mL - Parcialmente Ativo (PA)
> 30 pg/mL — Inativo (1)

O extrato cloroférmico de folha da sacaca apesar de ter sido ativo in vitro, apresentou
baixa atividade in vivo (19%) (LIMA et al., 2015). De acordo com Muthaura et al. (2011) a
presenca de mistura complexa de varios compostos em extratos poderia explicar a alta
atividade de extratos in vitro devido ao potencial sinergico. In vivo os constituintes quimicos
ativos poderiam ser inibidos devido & biotransformacdo de componentes ou devido a sua
baixa biodisponibilidade. Além disso, os resultados podem também ser influenciados por
outros fatores fisiologicos do hospedeiro.

Algumas substancias que estdo presentes na composi¢cdo quimica da sacaca (Croton
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cajucara), anteriormente foram isolados de outras espécies e testados contra Plasmodium

falciparum, (tabela 1, ver figura 5).

Tabela 2. Testes antiplasmddicos de substancias presentes em Croton cajucara, isoladas a partir de outras
espécies, ver figura 5.

SUBSTANCIA CLASSIFICACAO DA ATIVIDADE REFERENCIA
Acido acetil aleuritdlico (11) EC50 < 12.5 (Plasmodium falciparum cepa 3D7 e K1) HADI et al., 2013
3,7,4’-tri-O-metilcanferol (12) inativo YENJAI et al., 2004
3,7-di-O-metilcanferol (13) ICs50= 7,2 (em 10 uM) (P. falciparum FcB1) MAI et al., 2015
B-Sitosterol (15) I1C50> 200 (P. falciparum, D10) GRAZIOSE et al., 2012
Estigmasterol (16) ICso > 50 (cepas (D6) e (W2) OCHIENG et al., 2013
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3. OBJETIVO
3.1 Geral

Descobrir substancias antimalaricas de Croton cajucara Benth. (sacaca).

3.2 Especifico

> Descobrirsubstancias com atividade antimalérica:
e invitro contra Plasmodium falciparum
e e invivo frente ao P. berghei;
> Contribuir para a fitoterapia regional com a identificacdo das substancias antimalaricas

presentes em sacaca.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Material e Métodos

4.1.1 Equipamentos

e Balanga analitica: marca Ohaus, modelo Adventurer, carga maxima: 210 g com
precisdo de 0,0001 g;

e Balanc¢a semianalitica: marca Ohaus, modelo Adventurer, carga maxima: 3,10 kg com
precisdo de 0,01g;

¢ Rotaevaporador: Marca Fisatom 802;

e Banho de ultassom: Marca Unique, modelo USC 1400;

e Manta aquecedora, marca Fisatom, modelo 752A

e Liofilizador, marca Christ, modelo 5804R;

e Triturador de Forragem, marca Trapp, modelo Trf 300;

e Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas-LC-MS, (CLAE
(SHIMADZU) e EM marca BRUKER Daltonics, Modelo MicrOTOF-QIlI com
analisador Time-of-Flight de alta resolucéo e Fonte ESI);

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

¢ Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) — Equipamento (RMN da marca BRUKER
Biospin , Modelo Fourier 300, de 7,0 Tesla).

4.1.2 Solventes

Os solventes serdo tratados para a retirada de impurezas comuns, depois secos com
Na,SO, quando necessério. Todos os solventes utilizados neste trabalho serdo de grau técnico
e previamente purificados utilizando destilacdo fracionada. A agua utilizada em todas as

etapas sera deionizada.

4.2 Meétodos

4.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises por CCD foram efetuadas utilizando placas de aluminia de 20 x 20 cm
recoberta com silica gel 60 impregnada com indicador de fluorescéncia (silica, Merck, F2s4) €
silica gel 60-C18 impreguinada com indicador de fluorescéncia (CCD-RP-18, fase reversa,

Merck, Fzs4). Com 0 uso de um capilar de vidro foram aplicados volumes dos extratos

31



preparados, dissolvidos em solvente apropriado. Em seguida, as substancias foram eluidas
através de placa de CCD ou CCD-RP-18 eluida em uma cuba previamente saturada com uma
mistura de solventes pré-determinados.

As placas foram reveladas com luz de ultravioleta de 254 nm, vapores de iodo em
temperatura ambiente e solucdo de anisaldeido seguidos de aquecimento a 80 ‘C por alguns
minutos.

4.2.2 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As placas de CCDP foram preparadas utilizando a proporcéo de 15 g de silica gel 60
PF2s4 por placa. Utilizando um bastdo de vidro, misturaram-se a silica gel 60 PF,s, € dgua
destilada e com a ajuda do ultrassom retiraram-se as bolhas de ar contidas na mistura
silica/dgua. Placas de vidro (20 x 20 cm) foram previamente limpas e desengorduradas com
agua da torneira, agua destilada, etanol e acetona. Em seguida laminaram-se, com a silica
PF,s, com espessura de 0,5 cm as placas de vidro. As placas de vidro com silica secaram a
temperatura ambiente no periodo de 24 h e foram ativadas na estufa a 90 °C por

aproximadamente 3h.

4.2.3 Cromatografia em coluna (CC)
Para a realizacdo de fracionamento por cromatografia em colunas cromatograficas
foram utilizadas silicas flash gel 60 (0,040-0,063 mm) e silica gel 60 (0,063-0,200 mm)

ambas da Merck.

4.2.4 Coleta do material vegetal

As partes vegetativas de Croton cajucara Benth. foram coletadas entre os meses de
maio e outubro de 2014. As coletas foram realizadas no Campus da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA Amazonia Ocidental. O material passou por limpeza,
separacdo e secagem, em seguida levada a estufa de circulagdo de ar, em temperatura
controlada em torno de 40°C, por uma semana. ApoOs esse periodo os materiais foram
triturados em moinho de facas, pesados, embalados e armazenados em geladeira (temperatura
média de -20°C). Para a identificacdo botanica, exemplares férteis (exsicatas) destas plantas
foram depositados no Herbario do INPA para comparacdo com os exemplares ja existentes,
(tabela 2).
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Tabela 3. Descrigao sobre a espécie estudada.

Nome cientifico (popular) Familia Tipo d? Herbario Local da coleta
vegetacdo
_ Croton . EAFM
cajucara Benth Euphorbiaceae Arbusto 315 EMBRAPA
(Sacaca)

4.2.,5 Meétodo de extracao

Os extratos preparados foram: cloroférmicos, etandlicos e aquoso (tabela 3). Os
extratos aquosos por infusdo foram obtidos a partir da imersdo do material seco em agua
deionizada fervente (100°C) durante 15 min por trés vezes. Os extratos cloroférmicos e
etanolicos, foram obtidos por meio da extracdo solido liquido em aparelho de Soxhlet (3 x 6

horas).

Tabela 4. Partes da planta e solventes utilizados para o preparo dos extratos.

Espécies Parte da planta coletada Solvente escolhido*

Croton cajucara Casca e Folha EtOH, CHCl3 e H,O

* Legenda: EtOH — Etanol; CHCl;— Cloroférmio; H,O — Infusdo; H,O).

Os solventes das extracdes foram removidos por evaporacdo rotativa sob vacuo e
temperatura branda (aproximadamente 40°C). Apds esses procedimentos, 0s extratos aquosos
(sem solventes organicos) passaram por congelamento em freezer a -20 ° C, liofilizados e
pesados para o calculo do teor de extrativos (T.E). As extracdes com os diferentes solventes
organicos ocorrerdo de modo sucessivo um apds o outro para 0 mesmo material vegetal e ndo
continua sendo para cada extracdo pesado uma parte nova do material bioldgico (folha, galho,

casca).

4.2.6 Calculo do teor de extracao

Apbs secagem dos extratos foram determinados 0s respectivos teores extrativos,
seguindo o algoritmo abaixo, os valores obtidos estdo resumidos nas tabelas 4 e 5. O teor de
extrativos (T.E) para cada extracdo foi calculado utilizando o seguinte algarismo:

T.E = (massa do extrato seco) x 100
massa do material vegetal
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Tabela 5. Rendimento dos extratos de folhas de sacaca vermelha em soxleth.
EXTRATO MATERIAL Vg./(9) RENDIMENTO Ext. (g) TEOR EXTRATIVO (%)

Cloroformico 402,45 27,33 6,79
Etandlico 106,45 17,30 16,25
H,0 90,12 8,26 9,17

Tabela 6. Rendimento dos extratos de casca de sacaca branca em soxleth.
EXTRATO MATERIAL Vg./(9) RENDIMENTO Ext./(g) TEOR EXTRATIVO (%)

Cloroformico 33,42 1,58 4,73
Etandlico 147,75 11,12 7,51
H,0 120,84 14,63 12,11

4.3 Estudo fitoquimico

4.3.1 Fracionamento cromatografico

O extrato cloroférmico da folha de sacaca do quimiotipo vermelha e extratos etanélico
da casca de sacaca do quimiotipo branca, foram escolhidos para serem submetidos aos
fracionamentos cromatograficos baseado no prévio conhecimento de suas atividades
antiplasmadica in vitro (LIMA et al., 2015).

4.3.2 Fracionamento cromatogréafico do extrato CHCI; das folhas de sacaca vermelha

As folhas (0,14 Kg) poverizadas de Croton cajucara Benth. Variedade vermelha
cultivada na Embrapa da Amazonia ocidentetal, em Manaus, Amazonas-Brasil, foram
extraidas com clorofémio em Soxhlet por 18 horas, obtendo-se 6,89 de extrato. Posteriomente
realizou-se uma filtrante de 5 g do extrato, por cromatografia em coluna com silica gel (63-
200 pum (70-230)) (20 cm: 4,2 cm) rendendo 5 fragOes eluidas com CgHi4 (FrA), CH,Cp,
(FrB), EtOAc (FrC), EtOAc/MeOH (FrD) e MeOH (FrE e F), (Fluxograma 1).
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Fluxograma 1. Coluna cromatografica do extrato CHCls.

CC gradiente
Hexano-DCM-MeOH (100%)
14 subfracgodes

Reunido por CCDs

EAEE

Bom perfil em CCDs

FrC,-B
1,081 g

Na fracdo FrC;-B, durante a evaporacdo do solvente, formou-se mistura oleosa laranja.
A fragdo foi analisada por CCD e o 6leo continha mistura de substancias com boa separagéo.
A fracgdo foi submetida a analises por CCD com uma variedade de sistemas de eluentes com o
intuito de obter o melhor perfil cromatografico.

Uma aliquota da FrC;-B de (0,5 g) foi submetida a fracionamento em coluna
cromatografica de silica gel flash 60 (d x h de 2,3 x 20 cm, 0,063-0,200 mm) empregando-se
como eluente Hex:AcOEt (9:1) em gradiente e para finalizar na coluna foi passado MeOH
(100%). A CC da FrC;-B gerou 11 sub-fragdes as quais baseadas nas suas caracteristicas em

CCDs, foram reunidas em seis fracdes (Fluxograma 2).

Fluxograma 2. Coluna cromatografica da fragdo FrC,-B.

l aliquota

CC gradiente
Hexano-AcEtO-MeOH (1,0-100%)
11 subfragoes

Reunido por CCDs

SbFrC,-B-B,

0,1230 g

Bom perfil em CCDs
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A partir do (fluxograma 2) a SbFrC,-B-B, foi escolhida por apresentar um 6leo com
coloracdo vinho escuro com bom grau de pureza a mediante as analises por CCD. Em seguida
submeteu-se a sub-fracdo (SbFrC,-B-B;) a coluna cromatogréafica de silica flash gel 60 (d x h
de 3 x 15 c¢m) (0,063-0,200 mm) com os seguintes sistemas de eluentes: Hex:AcOEt (9:1) em
gradiente de polaridade, até 100% AcOEt). A lavagem da coluna foi feita com MeOH 100%.
A CC flash na SbFrC,-B-B;, gerou 9 fragbes que foram concentradas e analisadas em CCD
comparativa. As fracbes foram reunidas conforma as semelhancas dos perfis cromatogréaficos,

resultando em 6 fracdes reunidas.

Fluxograma 3. Coluna cromatogréfica da subfracdo SbFrC,-B-B,, e isolamento do composto 1.

CC gradiente
Hexano-AcEtO-MeOH (1,0-100%)
09 subfragdes

Reunido por CCDs

S

Puro: 6leo amarelado viscoso

O fracionamento por CC de SbFrC,-B-B, (fluxograma 3) levou a obtencdo do 6leo
amarelado com auto grau de pureza em analise por CCD. A SbFrC;-B-E3 teve um Rf de 0,5
no eluente Hex:AcOEt (9,5:0,5). Em seguida foi submetida a analise por RMN de *H, **C e
LC-MS.

A fracdo FrC;-C (fluxograma 1), ap6s a evaporacdo do solvente apresentou-se com
uma forma de graxa esverdeada. A fracdo foi analisada por CCD e continha sequencia de
poucos constituintes com boa separagédo, porem muita clorofila que dificultou a separacéo por
CC tradicional e impossibilitou o fracionamento direto. Diante disso, esta foi filtrada em
celite. Apos filtrante a mesma foi submetida a analises por CCDs com uma variedade de
sistemas de eluentes com o intuito de obter o melhor perfil cromatogréafico.

A fracdo FrC;-C (1,0 g) filtrada foi submetida a fracionamento em coluna
cromatografica de silica gel flash 60 (d x h de 4,2 x 20 cm, 0,063-0,200 mm) empregando-se

como eluente Hex:AcOEt:MeOH (8:1,5:0,5) em gradiente e para finalizar a coluna foi eluida
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com MeOH (100%). A CC da fragdo FrC;-C gerou 122 sub-fragdes (10 mL) as quais foram

reunidas em seis fragdes baseado nas suas caracteristicas por CCD analitica (Fluxograma 4).

Fluxograma 4. Coluna cromatografica da fragdo FrC,-C

CC gradiente
Hexano-AcEtO-MeOH (1,0-100%)
122 subfracdes

Reunido por CCDs
Formagao de Boa separagdo
cristais Por CCDs

A sub-fracdo (SbFrC,-C-B, — fluxograma 4), apresentou a formacao de cristais verde
limdo em forma de agulhas apds aquecimento em hexano/acetato de etila 90:10, em seguida
levadado ao freezer, usando uma pipeta pasteur e algoddo separou-se a parte sollvel, e
obteve-se o cristal em forma de agulhas de cor verde limdo (composto 8) com auto grau de
pureza por CCDs. Em seguida o composto 8 recristalizado em hexano/acetato de etila 90:10)
foi submetido a analise por RMN de *H, *3C e LC-MS.

A sub-fragdo (SbFrC,-C-D, — fluxograma 4) apresentou um sélido laranja e grau de
pureza medio a partir das analises por CCDs. Em seguida submeteu-se a sub-fragdo (SbFrC,-
C-Dy) a fracionamento em coluna cromatogréfica de silica flash gel 60 (d x h de 3 x 15 cm)
(0,063-0,200 mm) com os seguintes solventes: Hex:AcOEt:MeOH (3:5:2) em gradiente de
polaridade, até 100% MeOH), (fluxograma 5).

Fluxograma 5. Coluna cromatografica da fracdo de SbFrC,-C-D, e isolamento por placa preparativa do
composto 4 a artir da subfraco SbFrC;-E-Ds.

CC gradiente
Hexano-AcEtO-MeOH (1,0-100%)
18 subfragdes

Reunido por CCDs

Bom perfil em
CcCD 37



A CC de SbFrC,-C-D, (fluxograma 5) gerou 18 fragOes que foram reunidas e
analisadas em CCD comparativa. As fracGes foram reunidas conforme as semelhancas dos
perfis cromatograficos em CCDs, resultando em 4 fragGes. A subfracdo SbFrCs-E-D3 passou
por uma CCDP (Cromatografia em camada delgada preparativa), onde se obteve o composto
4. O composto 4 foi obtido em forma de solido branco, apresentando R de 0,5 no eluente
Hex:AcOEt:MeOH (4:5:1). Em seguida foi submetida a anélise de RMN'H, *C e LC-MS.

4.3.3 Reacao de acetilacédo de SbFrC;-B-Ej

A reacdo de acetilacdo foi descrita por KIJOA (1980), foi feita pela adicdo de Ac,0 e
CsHsN, deixando-se sob agitacéo e nitrogénio por 17 h. O tratamento pds-reacional foi feito
pela adicdo de 3 mL de agua destilada ao meio reacional seguida de extracdo com hexano (2 x
5 mL), lavagem da fase organica com solucdo de HCI 0,1 N (2 x 5 mL), solugédo saturada de
Na,HCO3 (2 x 5 mL), H,O destilada (5 mL) e solucdo saturada de NaCl (2 x 5 mL). A fase
organica foi seca com Na,SO, anidro e concentrou-se em rotaevaporador. Apds esse
procedimento, obteve-se o derivado na forma bruta. O derivado acetilado (7Ac-C),
identificado por RMN e LC-HRMS.

Fluxograma 6. Obtengéo do composto 2, a partir da acetilagdo do composto 1.
+ anidrido acético, A=25" C,17h
piridina

4.3.4 Fracionamento cromatografico do extrato EtOH das cascas do caule de sacaca

branca.

As cascas do caule (0,14 kg) poverizadas de Croton cajucara Benth. variedade branca
cultivada na Embrapa da Amazonia ocidentetal, em Manaus, Amazonas-Brasil, foram
extraidas com etanol em Soxhlet por 18 horas, obtendo-se 12,8g de extrato. Posteriomente
realizou-se o fracionamento por cromatografia filtrante de 5g do extrato, por cromatografia
em coluna com silica gel flash (20 cm: 4,2 cm) rendendo 4 fragdes eluidas com CgHi4 (FrA),
CeH14:CH2Cy2 (FrB), CH,Cy, (FrC) CH,C:EtOAc(FrD), EtOAc(FrE), EtOAc:MeOH (FrF),
MeOH (FrG), MeOH (FrH) e MeOH (Frl), (Fluxograma 7).
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Fluxograma 7. Coluna cromatografica do extrato EtOH.

CC gradiente
Hexano-DCM-AcEtO-MeOH (100%)
15 subfragdes

Reunido por CCDs

FrC,-E
1,3162 g

Formacgao de cristais e pigmentos

A fracdo (FrC,E) foi submetida ao fracionamento cromatografico em coluna de silica
gel eluidas com misturas de hexano:EtOAc (9:1) com aumento de polaridade. No final a
coluna foi lavada com MeOH 100%, obtendo-se 12 sub-fragdes das quais a fracdo (SbFrC,-E-
G,) apresentou apenas duas substancias, onde uma delas era uma clorofila, entéo esta mesma
foi filtrada em silica de fase reversa (C 18) 5g a fim de separacgdo da clorofila, obtendo 152,6
mg de (SbFrCs-E-Gg), (Fluxograma 8). A fracdo SbFrCs-E-G3 passou por analise em CCD e
apresentou auto grau de pureza, em seguida sua identificacdo foi baseada nas andlises
espectroscopicas por RMN de *H, *C e LC-MS.

Fluxograma 8. Coluna cromatografica da fragdo SbFrC,-E.

CC gradiente
Hexano-AcEtO-MeOH (1,0-100%)
12 subfra¢des

Reunido por CCDs

SbFrC,-E-G,
0,5565mg

CC FILTRANTE (C 18)
MeOH/H,0 (90:10)

A fracdo SbFrC,-E-E; (fluxograma 8) passou por CC em silica flash gel 60 (d x h de 3
x 15 cm) (0,063-0,200 mm) com os seguintes gradientes: Hex:AcOEt (9:1), até 100%
AcOEt), a lavagem da coluna foi feita com MeOH 100%, (fluxograma 9). Obtendo 19,3 mg
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de SbFrC;-E-Cs. A fragdo SbFrCs-E-C3 passou por analise em CCD e apresentou auto grau de
pureza, em seguida sua identificacdo foi baseada nas analises espectroscopicas de RMN *H,
3Ce LC-MS.

Fluxograma 9. Coluna cromatografica da fragdo SbFrC,-E-E,.

CC gradiente
Hexano-AcEtO-MeOH (1,0-100%)
8 subfracoes

Reunido por CCDs

SbFrC;-E-C; || ShFrC;-E-D;
0,0193 g 0,0086 g

NS

oleo incolor viscoso

A fracdo SbFrCs-E-D3 passou por analise em CCD e apresentou impureza, em seguida
foi analisada em HPLC para purificacdo, o que possibilitou as analises espectroscopicas de
RMN de 'H, *C e LC-MS.

A fracdo FrC;-G (Fluxograma 7), apds a evaporacdo do solvente apresentou formacéao
de um graxa ou latex marrom. A fracdo foi analisada por CCD, continha uma sequencia de
poucos constituintes com boa separacdo. A mesma foi submetida a analises por CCD com
uma variedade de sistemas de eluentes com o intuito de obter o melhor perfil cromatografico.

A fracdo FrC,-G (286,5 mg) foi submetida a fracionamento em coluna cromatografica
de silica gel flash 60 (d x h de 3,2 x 20 cm, 0,063-0,200 mm) empregando-se como eluente
Hex:AcOEt:MeOH (4:4:2) em gradiente e para finalizar na coluna foi passado MeOH
(100%). A CC da fragdo FrC;-G gerou 24 sub-fragdes as quais foram reunidas em seis frag0es

baseado nas suas caracteristicas de CCD analitica (Fluxograma 10).
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Fluxograma 10. Coluna cromatografica da fracdo FrC;-G.

CC gradiente
Hexano-AcEtO-MeOH (1,0-100%)
24 subfragdes

Reunido por CCDs

SbFrC,-G-C,

0,058 g

s6lido laranja
escuro
A sub-fracdo (SbFrC,-G-C,) apresentou um solido laranja e grau de pureza médio a
partir das analises por CCDs. Em seguida submeteu-se a sub-fracdo (SbFrC,-G-C,) a
fracionamento em coluna cromatografica de silica flash gel 60 (d x h de 3 x 15 c¢cm) (0,063-
0,200 mm) com os seguintes solventes: Hex:AcOEt:MeOH (3:5:2) em gradiente de
polaridade, até 100% MeOH), (fluxograma 11).

Fluxograma 11. Coluna cromatogréfica da fracdo SbFrC,-G-C,

CC gradiente
Hexano-AcEtO-MeOH (1,0-100%)
10 subfragdes

Reunido por CCDs

Solido branco

A CC de SbFrC,-G-C, gerou 10 fracGes que foram reunidas e analisadas em CCD
comparativa. As fraces foram reunidas conforme as semelhancas dos perfis cromatograficos
em CCDs, resultando em 4 fracBes (fluxograma 11). O fracionamento por CC de SbFrC,-G-
C, levou a obtencdo de um solido branco com auto grau de pureza em analise por CCD. A
SbFrC;-G-As teve um Rf de meio no eluente Hex:AcOEt:MeOH (5:4:1). Em seguida foi
submetida a analise por RMN de *H, **C e LC-MS.
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4.4  Ensaio de atividade antiplasmodica in vitro e in vivo

O teste antimalarico in vitro foi realizado no Laboratorio de maléria e dengue do INPA
sob a responsabilidade do Prof. Dr. Luiz Francisco Rocha e Silva e colaboradores. No ensaio
foram testadas 8 substancias isoladas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7e 8 (Figura 4), sendo a cloroquina o
controle positivo. Dentre estas apenas quatro apresentaram atividade, in vitro da cepa K1 de
P. falciparum. Na etapa seguinte somente oos compostos 1 e 6 foram calculada o Clsg
(Concentracdo que inibe 50% do crescimento do P. falciparum in vitro). As substancias
SbFrC;-B-E3 e SbFrC;-E-Cs, foram testadas frente a cepa multi-resistente K1 de P. falciparum
(MRA-159, MR4, ATCC Manassas Virgina) mantida em cultivo continuo segundo método de
Trager e Jenser (1976).

O periodo de incubacéo do parasita com as drogas foi de 48 h a temperatura de 37 °C.
Os controle positivo usado no teste foram a cloroquina. Para microteste foi utilizado uma
parasitemia inicial de 1-2% e hematdcritos de 3%. As substancias foram dissolvidas em
DMSO, na concentracdo estoque de 5 mg/mL, e posteriomente diluida em meio completo
para obteng&o das concentragdes de teste que variaram até 100 ug/mL.

O teste foi realizado como descrito por Andrade-Neto e colaboradores (2007). As
diluicbes das amostras foram aplicadas em pocos de micro-placa contendo hemécias
parasitadas. Cada concentracdo foi testada em triplicada. Apds a incubacdo, o conteddo dos
pocos foram avaliados pela porcentagem de inibicdo do crescimento do protozoario. A
inibicdo do crescimento do parasita foi determinado pela comparacdo com os controles de

crescimento sem amostra, segundo a formula:

% inibigdo=_(parasitemia do controle — parasitemia com amostra) x 100

parasitemia do controle

Os testes in vivo foram realizados seguindo as orientacbes do Comité de Etica de Uso
de Animais do INPA (CEUA/INPA 029/2015). Esse ensaio foi realizado usando a cepa NK65
do P. berghei. Esta estirpe foi mantida por sucessivas passagens de formas sanguineas de
camundongo para camundongo. O protocolo teste é baseado nos quatros dias de teste
supressivo descrito por Peters (1965). Fémeas, balb/C., pesando 25 + 3 g foram utilizadas
nesse experimento. Os animais foram infectados intraperitonealmente com 0,2 mL de

suspensdo de sangue infectados contendo 1 x 105 de eritrdcitos parasitados e foram divididos
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aleatoriamente em grupos de cinco individuos. Os grupos testes foram tratados oralmente com
doses de 10 e 250 mg/kg/dia. O grupo de controle positivo recebeu a dose de 5 mg/kg/dia
oralmente e o grupo de controle negativo recebeu oralmente a dose de 250 pL do veiculo.

Os animais foram tratados por 4 dias comecando 24 h apds a inoculagdo com P.
berghei. Nos 5° e 7° dias ap0s a infeccdo com o parasita, foram preparados esfregacos de
sangue de todos os camundongos, corados com sistema panotico®, e depois foram
examinados microscopicamente (1000 x magnificacdo). A parasitemia foi determinada em
esfregacos de sangue codificados por contagem aleatoria 2000 — 4000 de eritrécitos no caso
de baixa parasitemia (< 10%) ou até 1000 eritrocitos em caos de maior parasitemia. A
mortalidade geral foi monitorada diariamente em todos 0s grupos durante um periodo de 4
semanas apos a inoculacdo. A diferenca entre os grupos de controle de parasitemia médios
(100%) e os grupos de teste foi calculada como a percentagem de supressao do crescimento
do parasita (PGS) tendo em conta a equagdo PGS = 100 x (A — B) /A, onde A ¢é a parasitemia
média do grupo de controle negativo e B corresponde a parasitemia do grupo teste.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Substancias identificadas

Figura 6. Constituintes quimicos isolados das folhas e cascas do caule de Croton cajucara Benth.

1 - 7-hidroxicalameneno 2 - 7-acetilcalameneno 3 - trans-desidrocrotonina

4 - cis-desidrocrotonina 5 - trans-cajucarina B 6 - cis-cajucarina B

(0]

7 - espiro[furano-3(2H),1'(2'H)-naftaleno 8 - 3,7,4'-tri-O-metilcanferol
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5.2 ldentificacédo das substancias

Todas as substancias obtidas nesse trabalho foram caracterizadas por técnicas de RMN
uni e bi-dimensionais, cujos espectros estdo incluidos nos anexos de acordo com a ordem de

enumeracéo da figura 4.

5.2.1 Identificacao estrutural da substancia 1

O composto 1 (Figura 6), foi obtida de acordo com o fluxograma 3, e apresentou-se
como Oleo amarelo, revelando-se com coloracdo roxo em anisaldeido, com R de 0,5 no
eluente Hex:AcOEt (9,5:0,5). Em seguida foi submetida a anélise de CL-EMAR (Anexo 1)
fornecendo o ion aduto [M+H]" de m/z 219,1739. A foérmula molecular foi calculada para
[M+H]", C1sH230 219,1743; A=2,0 ppm). Com base no calculo do IDH (SILVERSTEIN et
al., 2007), este composto apresenta cinco graus de insaturacdo. O espectro IV de 1 mostrou
uma banda forte de absorcdo em 3424 cm™ (anexo 8), sugerindo a presenca de grupo
hidroxila.

massa tedrica — massa experimental * 10° ppm

Erro (A)= massa teorica

A determinacéo estrutural foi realizada principalmente através de anélises de RMN *H
e ®C 1D e 2D (RMN *H e *C DEPT135, COSY, HSQC e HMBC), os tépicos importantes
discutidos estdo listados nas (Tabela 7 e Anexos 2, 3, 4, 5, 6, 7).

No espectro de RMN de *H (anexo 2) é possivel observar dois singletos em &y 6,97 e
6,59, tipicamente de hidrogénios olefinicos. Notou-se a presenca de dois duplos dubletos em
dn 2,83 e 2,56, cujas constantes de acoplamento estdo dispostas na tabela 7. Um singleto e um
multipleto, com integracéo para 4 hidrogénios, foram observados em & 2,24. O espectro exibe,
ainda, multipleto na regido 6y 1,80-1,60, caracteristicos de hidrogénios metilénicos. Por fim,
observa-se a presenca de metilas na regido entre &y 1,22-0,79 (tabela 7). O espectro de *C
(Anexo 3) apresentou 15 sinais de carbonos, sugerindo que a substancia 1 & um sesquiterpeno.
A analise do RMN para a obtencdo do DEPT 135 (anexo 4) apresentou 11 sinais de carbono,
dos quais dois sdo sinais de carbonos metilénicos, cinco de carbonos metinicos e quatro
carbonos metilicos, e por diferenca com os sinais de RMN de **C foram encontrados quatro
sinais de carbonos a mais que o DEPT135 (Tabela 7).

45



O espectro de COSY (anexo 5), apresentou acoplamento do hidrogénio oy 2,22 com
0s hidrogénios 6y 0,79 e 1,05, sugerindo a forma de u grupo isopropilico referente ao
hidrogénio do carbono (C-10) com os hidrogénios de duas metilas, atribuidos aos carbonos
nas posicoes 11 e 12, respectivamente. Também é observado correlacdo entre os hidrogénios
dn 2,83 e 1,22, referente aos hidrogénios dos carbonos nas posicoes 1 e 9, respectivamente.

O mapa de contorno HMBC (tabela 7, anexo 7) confirma a posigéo dos hidrogénios oy
2,23 com os carbonos 8¢ 2J 120,8 (C), 33 130,6 (CH) e J 151,4 (C) correspondendo aos
carbonos nas posicbes 5, 6 e 7, respectivamente (figura 7). Também correlacdes entre os
hidrogénios 6y 0,79 da metilico com os carbonos 6c 21,4 (CHz) e 31,2 (CH) e 42,9 (CH)
atribuidos aos carbonos 12, 10 e 4 respectivamente, e os hidrogénios metilicos 6 1,05
correlacionando-se com os carbonos 6¢c 17,6 (CHg); 31,2 (CH) e 42,9 (CH), referentes aos
carbonos 11, 10 e 4, respectivamente. Os hidrogénios metilicos & 1,23 correlaciona-se com 0s
carbonos oc 28,6 (CH,), 32,6 (CH) e 141,9 (C), referentes aos carbonos 2, 1 e 8a,
respectivamente (figura 7).

Mediante todas as observacgdes levantadas dos dados obtidos por meio das técnicas de
LC-MS e RMN de 'H e **C e em comparagéo com os dados da literatura (PEREIRA et al.,
2011), pode-se concluir que a substancia 1, é o sesquiterpeno 7-hidroxcalameneno (figura 7).
Os dados de RMN 'H e **C da substancia 1 obtidos no presente trabalho e os dados da
literatura descrito por Pereira et al., 2011, est&o listados na (Tabela 7).

Figura 7. Atribuicdes das correlagdes das metilas no HMBC do composto 1.

46



Tabela 7. Dados espectrais de RMN de *H e *C da substancia 1.

Substancia 1, CDCl; 300 MHz (*H), 75 MHz (**C)

Literatura, CDCls, 300 MHz (*H), 75 MHz (*°C)

CH —5¢ 5?[?%%., I(HD)] [ZJTHN;%L] DEPT S[mult., J(Hz)l]_|SQC 5C
1 324 283m 2.3 43,89 CH 278m 32,6
2 285 1,62: 1,80 m 1,34, 83,9 CH2 1,62:1,82m 28,6
3 198 1,65: 1,76 m 1,2, 4, 43,10 CH2 168:1,73m 19,7
4 429  256dd(3=56e7.1) 2.3 4,5, 10, 11 CH 252dd (J=56¢€7.4) 42,9
42 1320 i i C i 131,9
5 1306 6,97 s 4,7, 83,13 CH 6,94 130,6
6 1208 i i C i 121,0
7 1514 i i c i 151,5
8 1144 6,59 s 1,4a,6,7 CH 656 5 1144
ga 1417 i i C i 141,8
o 233 122d (3=7,1) 1,2, 8a CH3 122d (3 =7.1) 23,3
10 311 222m 3,4,10, 11 CH 219m 311
1 175 0,79 d (J=6.8) 4,10, 12 CH3 0.76m,d (J = 6,8) 17,5
12 214 1,05 d (3=6,8) 4,10, 11 CH3 1,01d (J = 6,8) 21,4
13 157 222's 5,6,7 CH3 220's 15,7

Fonte: Pereira et al. 2011
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5.2.2 ldentificacdo do derivado semissintético (2)

A presenca do grupo hidroxila reativo do anel aromatico do composto 1 possibilitou a
obtencdo do derivado semissintetico por um tipo de reacdo de acetillacdo (fluxograma 6 e
figura 8). O derivado obtido se apresentou em forma de éleo pastoso de cor amarelo com 74%
de rendimento. A identificacdo foi com base nas andlises de espectroscopia de IV
infravermelho, RMN 'H e °C, COSY, HSQC, HMBC (Anexo 9, 10, 11, 12, 13 e 14),

respectivamente.

Figura 8. Esquema da reacdo de acetilacdo do composto 1 para formagédo
do comosto 2.

L T

+ Em excesso
N
B
10,0 mg = 7,4 mg o
458 x10  mol 3,17x10 ~ mol

RENDIMENTO = 74 %

O espectro IV de 2 mostrou bandas de absorcdes em 1761 e 1711 cm™,
proporcionando evidéncia para a presenca do grupo carbonilico, (Anexo 14), o que é esperado
para o produto da reacdo. Comparando o espectro de RMN de *H de 2 com 1 (Tabela 78), este
apresentou 0s mesmos sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos, metinicos, metilénicos
e metilicos. A diferenca estd em um novo sinal de hidrogénio em 6y 2,31. O espectro de RMN
de 3C de 2 apresentou 17 sinais (Anexo 10), com dois novos sinais: em 8¢ 169,6 (C) e 20,9
(CH3) caracteristicos dos carbonos metilenicos do grupo acetil.

O mapa de contorno HSQC, apresenta correlacdo do sinal de *H em & 2,31 com o
carbono d¢c 20,9 (CHa), referente a metila do grupo acetil. No mapa de contorno HMBC, se
observa uma correlagdo do carbono 6¢ 169,6 (C) (carbonilico) com hidrogénios em &y 2,3,
sugerindo que esta metila esta ligada ao carbono carbonilico. Os dados espectrais: RMN de
'H, 3C e HMBC, HSQC, da substancia 2 foram comparados com os sinais de RMN de *H e
3C de 1, estdo listados na Tabela 8. Diante dos dados obtidos da substancia 2 e em

comparacdo com os dados de RMN apresentado para 1, levaram a identificagdo do produto
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acetilado (Figura 7, Tabela 8), que é inédito na literatura, e esta foi denominada como 7-

acetilcalameneno.

Figura 9. Atribuicdes das correlacdes das metilas no HMBC do composto 2.
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Tabela 8. Dados de RMN 1D e 2D do derivado 2 e da substancia natural 1.

2, CDCls, 300 MHz (*H), 75 MHz (*°C) 1, CDCls, 300 MHz (*H), 75 MHz (**C)

C/H 5C l_éi([grr(l:ult., IHD)] [ZJTHI\Q%iH] DEPT Sn[mult., J(HZI)?QC 5C
1 32,6 2.85m 23,8 84 9 CH 283m 32,4
2 28,4 1,61: 1,80 m 1,3,4,8a 9 CH, 1,62 1,80 m 28,5
3 19,7 171m 1,2, 4, 43,10 CH, 1,65: 1,76 m 19,8
4 432  257q@J=56e7.1) 23,43,510,11  CH 256 dd (J=5,6 & 7,1) 42,9
s 1376 i i C i 132,0
5 1307 7,055 4,7, 8a, 13 CH 6,97 s 130,6
6 1265 i i C i 120,8
7 147,6 - - C - 151,4
8 1211 6.79s 1,4a,6,7, 13 CH 6,59 s 1144
ga 1416 i : c i 1417
9 23,1 124d (J=7.1) 1,2, 8a CH, 122 d (3=7,1) 23,3
10 31,1 222m 3,4,82,11,12  CH 222m 311
11 17,7 0.79d (J= 6.8) 4,10, 12 CH, 0.79 d (J=6.8) 17,5
12 21,4 1,03d (J= 6,8) 4,10, 11 CH, 1,05 d (J=6,8) 21,4
13 15,9 212's 5,6,7 CH, 222 15,7
14 20,9 2,31s 7,15 CH; - -
15 1696 : : C i i
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5.2.1 Identificacao estrutural das substancias 3 e 4

As substancias 3 e 4 (Figura 6) foram obtidas segundo fluxograma 8 e 5, a partir de
extratos de casca e folha respectivamente, e apresentaram-se como soOlidos brancos,
revelando-se com coloragdo marrom em anisaldeido, com R¢ de 0,5 no eluente Hex:AcOEt (7
: 3). Em seguida 3 e 4 foram submetidas a analises de CL-EMAR (Anexo 15) fornecendo os
fons adutos [M+Na]® de m/z 337,1405 e [M+H]" 315,1598, respectivamente. A formula
molecular foi calculada para CigH2,NaO4 = 337,1410 e Cy9H»30,4 = 315,1591, A= 14 e 2,4
ppm, respectivamente. Com base no calculo do IDH (SILVERSTEIN et al., 2007), os
compostos apresentaram nove graus de insaturagdo. O espectro de IV foi realizado somente
para 0 composto 3 e mostrou bandas fortes em 1750 e 1667 cm™ (Anexo 22), proporcionando
evidéncia para a presenca de grupos carbonilico cetonica e lactonica. A determinacéo
estrutural de 3 e 4 foi realizada principalmente através de andlises de CL-EMAR, IV
(infravermelho), RMN 1D (*H, **C, DEPT135) e 2D (COSY, HSQC e HMBC), alguns dados
estdo listados nas Tabelas 9 e 10, ver Anexos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22 para 3 e 23, 24,
25, 26, 27, 28 e 29 para 4.

Os espectros de RMN de *H (Anexos 16 e 23) de 3 e 4, respectivamente, apresentaram
trés sinais entre dy 7,5-6,40 caracteristicos de hidrogénios olefinicos. S&o observados dois
duplos dubletos de hidrogénios metilicos, em 8y 1,96 e 1,15. Apresenta sinais entre 6y 5,9-5,4
caracteristicos de hidrogénios a e  carbonilicos e olefinicos. No espectro de *C (Anexo 17
e), observou-se 19 sinais de carbonos, o que indica que pode se tratar de um nor-diterpeno. Os
espectros de DEPT135 (Anexos 18 e 26, Tabela 9 e 10) das substancias 3 e 4 mostraram dois
sinais de carbonos metilicos, quatro sinais de carbonos metilénicos, oito sinais de carbonos
metinicos, e por diferenca com os sinais de RMN de *3C foram encontrados cinco sinais de
carbonos ndo hidrogenados, assim como o sinal acima de d¢ 195, tipico de carbono cetdnico
com dupla ligagdo conjugada (carbonila a e 3 insaturada).

Nos mapas de contorno COSY (anexo 19 e 27), foram observadas correlacfes entre 0s
hidrogénios oy 2,31 e oy 2,73-3,37, referentes aos hidrogénios dos carbonos nas posi¢des 10 e
1, respectivamente, assim também como correlagdo geminal entre os hidrogénios oy 2,73 e
3,37. Os hidrogénios da metila 6y 1,25 correlacionam-se com o hidrogénio 6y 2,13, referentes
aos carbonos 17 e 8, respectivamente. Foi também observado correlagdo entre o hidrogénio &
5,38 com os hidrogénios oy 2,09 e 2,85, referentes ao hidrogénio do carbono 12 com os

hidrogénios do carbono 11, respectivamente, assim também como correla¢do geminal entre os
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hidrogénios 6y 2,09 e 2,85. Pode-se também observar um acoplamento entre os hidrogénios
On 7,44 e 6,41, referente ao hidrogénio do carbono 15 e 14, respectivamente.

O mapa de contorno HMBC (Anexo 21, tabela 12) foi utilizado para montar o
primeiro fragmento da estrutura que chamamos de anel A, observamos as correlagcdes entre 0s
hidrogénios 8y 3,73-2,18 com os carbonos 8¢ 2J 197,9 (carbonila o e B insaturada); 3J 126,7;
%) 39,6; 3 51,5; 2J 46,0; correspondente aos carbonos nas posicoes, 2, 3, 5, 9 e 10
respectivamente. A outra parte a chamamos de anel B onde os hidrogénios entre 6y 2,23-1,18
apresentou correlacdes com os sinais de carbonos ¢ 166,2; 39,6; 30,2; 41,8 e 46,1,
correspondentes aos carbonos nas posigdes, 4, 5, 7, 8 e 10, respectivamente. As correlagdes
das duas metilas auxiliaram nas suas respectivas localiza¢des nos anéis A e B. Os hidrogénios
da metila em 84 1,96 correlacionam-se com os sinais dos carbonos dc 126,7; 166,2 e 39,6,
correspondentes aos carbonos nas posicdes 3, 4, e 5, respectivamente. Os hidrogénios da
metila em oy 1,25-1,15 correlacionam-se com os carbonos oc 30,2; 41,8 e 51,46,
correspondentes aos carbonos nas posigdes, 7, 8 e 9, respectivamente.

Mediante as anélises dos espectros de RMN de *H e *C, DEPT135, COSY, HMBC,
HSQC de 3 e 4, e bem como comparacdo dos deslocamentos e multiplicidades com dados de
RMN da literatura (tabela x e x), concluiu-se que a substancia 3 e 4 correspondem aos
diterpenoides 19-nor-clerodano trans-desidrocrotonina (t-DCTN) e cis-desidrocrotonina (c-
DCTN) ver figura 10, (MACIEL et al., 1998; 2003b).

Figura 10. Diterpenoides 19-nor-clerodano trans (3) e cis (4) - desidrocrotonina (t e c-DCTN)

trans- desidrocrotonina cis- desidrocrotonina
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Tabela 9. Dados de RMN 1D e 2D da substancia 3.

3, CDCl;, 300 MHz (*H), 75 MHz (*°C)

Literatura, CDCl; 300 MHz (*H), 150 MHz (**C)

HSQC HMBC HSQC
CH —35¢ du[mult., J(Hz)] [2cn e *Jeu] DEPT du[mult., J(Hz)] 5C
2.18 dd (15,60; 13,81) et 2.19 dd (15,61; 13,80)
1 398 254 dd (15,60; 2,81) 23,5910 CH, 254 dd (15,61; 2.80) 39.8
2 1979 ) i C ; 1975
3 1267 5,80 m (1,26: 1,17) 1,5; 18 CH 5,89 m (1,27; 1,19) 126.7
4 1662 i i C i 165.7
5 306 317 m(12,47; 10,67; 3,35; 1,19; 1,17) i CH  318m(1250;10,70; 3,35; 1,20; 1,19) 39,6
1,17 dddd (12,87; 12,69; 12,47 3,63) . 1,18 dddd (12,89; 12,70; 12,50; 3,61)
6 282 "553dddd (12,87; 3.63: 3.35; 3,31) 4,5,7,8 10 CH, 227 dddd (12,89; 3.60: 3.35; 3,30) 252
1,86 dddd (13,81; 12,69; 12,30: 3,63) e 1,88 dddd (13,80; 12,70; 12,31; 3,60)
73017 65 dddd (13.81; 3,63; 3,55; 3,31) 56,8917 CH, 1,66 dddd (13.80; 3.61; 3,58; 3,30) 301
8 417 1,68 m (12,30; 6,79; 3,55) 6 7: 8: 11; 17; 20 CH 1,69 m (12,31; 6,80 3,58) 41,7
9 515 ; ; C i 51.4
10 46,0 1,80 ddd (13,81; 10,67; 2,81) 1:2;4;6:8:9;11:20  CH 1,81 ddd (13,80; 10,70; 2,80) 46,1
2,42 dd (13,91 8,60) o 1o 12 2,42 dd (13,95 8,62)

11405 2.39 dd (13.91: 8.62) 8910121320 CH, 237 dd (13.95; 8.65) 405
12 724 5,42 ddd (8,62 8,60; 0,70) 11; 13; 14; 16; 20 CH 5,43 ddd (8,65; 8,62; 0,72) 723
13 1250 i i C i 1251
14 1080 6,40 dd (1,80; 0,86) 13; 15; 16 CH 6,41 bdd (1,83; 0,89) 107,9
15 1443 7.441 (1,80; 1,54) 13: 16 CH 7.45 dd (1,83; 1,66) 1443
16 1394 7.45t (1,54 0,86: 0,70) 14: 15 CH 7.46 ddd (1,66; 0,89; 0,72) 1399
17 177 1,15 d (6,63) 7.8 CH, 1,16 d (6,80) 17,6
18 221 1,96 dd (1,26; 1,19) 345 CH, 1,97 dd (1,27; 1,20) 21,9
20 1772 i i C i 1769

Fonte: MACIEL et al., (2003b)
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Tabela 10. Dados de RMN 1D e 2D da substancia 4.

4, CDCl;, 300 MHz (*H), 75 MHz (**C) Literatura, CDCl; 300 MHz (*H), 75 MHz (*C)
HSQC HMBC HSQC
CH 5. 8H[m?JIt., J(H2)] [Jcn € *Jcu] DEPT du[mult., J(HQz)] 5C
1owme T e 23510  CH, 2.72.4d (17.0: 140) 57
2 1988 - - C - 198,3
3 1264 5,86 (5) 1;5;18 CH 5,89 s 126,6
4 1648 - - C - 164,0
5 40,2 2,17 (dd, J=9,0; 4,39) 6;18 CH 2,16 dd (9,0; 4,5) 31,5
6 206 1,76 (m) 7 CH, 1,7-1,8m 28,8
7 288 1,79-1,96 (m) 5; 6 CH, 1,9-2,0m 20,8
8 31,2 2,13 (m) 17 CH 2,13 m 42,6
9 501 - - C - 50,0
10 424 2,31 (dt, J=14,2; 4,39) 1;2;5;6;8;9; 11 CH 2,29 dt (14,0; 4,5) 45,1
2,09 (dd, J=13,3; 10,2 2,08 dd (13,0; 10,0
11 449 285 Edd, =133 6,453 8;9;10;12;13;20  CH, 583 dd((13,0; 6,5)) 40,3
12 70,8 5,38 (dd, J= 10,2; 6,45) 11; 13; 14; 16 CH 5,36 dd (10,0; 6,5) 70,7
13 1241 - - C - 124,3
14 108,2 6,41 (dd, J= 1,75; 10,2) 13; 15; 16 CH 6,40 dd (1,8; 10,0) 108,2
15 1441 7,44 (d, J=1,75) 13; 16 CH 7,43d (1,8) 144,1
16  140,0 7,48 (s) 14; 15 CH 747 s 139,9
17 16,9 1,25 (d, J=7,3) 7:8;9 CH, 1,25 d (7,0) 16,9
18 22,7 1,99 (s) 3:4;5 CH, 1,96s 22,6
20 1764 - - C - 176,1

Fonte: KUBO et al.(1991)




5.2.2 ldentificacdo estrutural de 5e 6

As substancias 5 e 6 foram obtidas (fluxograma 9), e apresentava-se como 0leo
incolor, revelando-se com coloracdo verde em anisaldeido, com R; de 0,5 no eluente
Hex:AcOEt (7:3). Em seguida 5 e 6 foram submetidas a analises de CL-EMAR (Anexo 1)
fornecendo os fons adutos [M+H]" de m/z 331,1916 e 331,1896, respectivamente. As
formulas moleculares foram calculadas para 5 CyoH2704 € 6 CyoH2704: 331,1904 e 331,1707;
Erro (A) = 3,5 e 2,7 ppm, respectivamente. Com base no calculo do IDH (SILVERSTEIN et
al., 2007), os compostos apresentam nove graus de insaturacdo. A determinacéo estrutural foi
realizada principalmente através de analises de CL-EMAR, RMN 'H e **C, DEPT135, 1D e
2D (COSY, HSQC e HMBC). Os topicos importantes discutidos para 5 e 6 estdo listados nas
(Tabelas 9 e 10, Anexos 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 e Anexos 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43),
respectivamente.

Os espectros de 'H (Anexo 31 e 38) de 5 e 6, respectivamente, mostrou sinais
caracteristicos de hidrogénios (metilicos, metilénicos, metinicos) e olefinicos, entre 6y 3,75-
0,96 e 7,40-5,90, respectivamente. Foi observado um singleto de metoxila em 6y 3,69, um
dubleto em &4 1,98 e um dubleto em &y 0,96 (3H). No espectro de **C (Anexos 32 e 39)
observou-se sinais de 20 carbono. O espectro de DEPT135 de 5 e 6 (Tabela 11 e 12, Anexos
33 e 40, respectivamente) mostraram sinais de quinze carbonos hidrogenados sendo: trés
sinais metilicos, cinco sinais metilénicos, sete sinais de metinicos e por comparacdo com o
RMN de **C comprovou-se a presenca de cinco carbonos desidrogenados em ¢ 198,9 (C);
174,5 (C); 166,5 (C), 124,4 (C) e 52,4 (C). O mapa de contorno HSQC de 5 e 6 (Anexos 35 e
42), apresentam correlagdes dos hidrogénios em oy 7,37, 7,26, 6,29 com os sinais de carbonos
em oc 142,9 (CH), 138,7 (CH) e 110,9 (CH), respectivamente. O sinal de carono
desidrogenado em 6¢ 124,5 (C), apresenta correlagdo com hidrogenios em oy 2,32 (2H).

O mapa de contorno HMBC de 5 e 6 (Anexos 36 e 43, Tabela 11 e 12,
respectivamente) foram utilizados para montar os primeiros fragmentos das estruturas
chamado de anel A. Comecando pelas correlagcdes de hidrogénios entre & 2,73-2,18 (2H,
geminais) com os carbonos 8¢ %J 198,99 (carbonila a e B insaturada); >J 126,60; 3J 40,08; 3J
52,38; 2J 42,80; correspondente aos carbonos nas posicoes, 2, 3, 5, 9 e 10 respectivamente. Os
hidrogénios da metila em & 1,98 (3H) correlacionam-se com os sinais dos carbonos &¢ 3J
126,6; 2J 166,5 e 3J 40,1, correspondentes aos carbonos nas posicdes 3, 4, e 5,

respectivamente. Para o anel B observou-se correlagdes entre os hidrogénios oy 2,24-1,14
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com os carbonos oc 166,5; 40,1; 30,6; 35,1 e 42,8, correspondentes aos carbonos nas
posicOes, 4, 5, 7, 8 e 10, respectivamente. Os hidrogénios da metila em oy 1,15
correlacionam-se com os carbonos 6¢ 30,6; 35,1, e 52,4 correspondentes aos carbonos nas
posicdes, 7, 8 e 9, respectivamente.

Mediante as anélises dos espectros de RMN de 'H e *C, DEPT135, COSY, HMBC,
HSQC de 5 e 6, bem como comparagdo com dados de RMN da literatura (tabela 11 e 12,
respectivamente), concluiu-se que a substancia 5 e 6 correspondem aos diterpenoides 19-nor-
clerodano trans- cajucarina B (t-CIJNB) e cis- cajucarina B (c-CIJNB) ver figura 11, (MACIEL
et al., 1998; 2003b).

Figura 11. Diterpenoides 19-nor-clerodano trans (5) e cis (6) - cajucarina B.

trans-cajucarina B cis-cajucarina B
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Tabela 11. Dados de RMN 1D e 2D da substancia 5.

5, CDCl;, 300 MHz(*H), 75 MHz (**C)

Literatura, CDCl; 600 MHz(*H), 150 MHz (*°C)

HSQC HMBC HSQC
C/H dc du[mult., J(H2)] [Qcn e 2Jcul DEPT 8C du[mult., J(Hz)]
2.18 (dd, J= 16,16; 14,16) 2.17 dd (16,25; 14,26)
1391 255 (ddd, J= 16,16; 3.26) 2,3,5,9,10 CH, 39,6 253 ddd (16,25 3.35)
2 1990 i : c 199,3 i
3 1266 5,90 (m, 1,24, 1,15) 5,18 CH 1272 5,88 m (1,22, 1,16)
4 1665 i C 166.7 }
5 401 3,01 (m,J= 12,83 10,56; 3,06; 1,21; 1,14) i CH 406  298m (12,:86: 10,58; 3,09; 1,18:1,16)
1,15 (dddd, J= 13,25; 12,83; 12,77; 3,60) 1,14 dddd (13,21; 12,86; 12,79; 3,62)
6 289 7505 (dddd, J= 13,25; 3.74: 3.46, 3,06) 51,810 CH, 294 524 dddd (13,21; 3.79; 3,41, 3,09)
. g0 182(dddd J=13,23; 1277, 12,54; 3,74) 5 17 o b,  L82dddd (1327, 12,79; 12,55 3,79)
8 7169 (dddd, J= 13.24; 3.60: 3,46; 3,39) ! 2 : 1,67 dddd (13,27; 3.62: 3,41: 3.41)
g8 351 1,77 (m, J= 12,54; 6,63; 3,45) 7.9, 10, 17, 20 CH 357 1,76 m (12,55 6,65; 3,41)
9 524 i C 52.9 }
10 428 1,96 (ddd, J= 14,16; 10,56; 3,26) 2.4,56,892  CH 43.4 1,94 ddd (14,26; 10,58; 3,35)
212 (ddd, J= 15,33; 12,05; 4,65) 2,11 ddd (15,34; 12,09 4,61)
1 809 2,06 (ddd, J= 15.33; 13,84; 4,57) 89.10.121320  CH, 315 2,03 ddd (15,34; 13,80; 4.58)
232 (ddd, J= 14,23; 12,05; 4,57) 2,33 ddd (14,20; 12,09 4,58)
12 182 297 (ddd, J= 14.23; 13.84; 4.65) 911,13,14,16  CH, 188 2.28 ddd (14,20; 13.80; 4.61)
13 1244 i C 1249 )
14 1109 6,29 (bdd, J= 1,73; 0,85) 13, 15, 16 CH 1114 6,27 bdd (1,78; 0,82)
15 1430 7,37 (t largo, J= 1,73; 1,65) 13,14, 16 CH 1435 7,35 dd (1,78: 1,60)
16 1387 7.26 (m) 13, 14, 15 CH 139.3 7.24 dd (1.60: 0.82)
17 172 0,96 (d, J= 6,21) 7,8,9 CHa 17,7 0,95 d (6,65)
18 221 1,98 (t largo, J= 1.24; 1,25) 345 CH, 225 1,95 dd (1,20; 1,20)
20 1745 } ) C 1749 i
21 513 3,60 (5) 20 CH, 51,7 367s

Fonte: Maciel, et. al (1998).
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Tabela 12. Dados de RMN 1D e 2D da substancia 6.

6, CDCl; 300 MHz(*H), 75 MHz (**C) Literatura, CDCl;, 600 MHz(*H), 150 MHz (C)
HSQC HMBC HSQC
CH —5. Su[mult, I(H2)] A 5C Su[mult., I(H2)]
2,59 (x) 2,57
1 37,5 263 (x) 2,9,10 CH, 37,4 263
2 1991 - - C 197,5 -
3 1261 5,85 (X) 5,18 CH 126,1 5,85
4 1658 - - C 165,6 -
5 39,1 2,40 (X) 1,11 CH 39,0 2,49
1,60 () 1,62 (B)
6 21,0 1,72 (X) 58 CH, 21,0 1,72 (o, dg, J= 14,0; 3,9; 3,7)
1,61 () 1,56-1,65
7 27,6 19109 5,6,8,9,17 CH, 27,5 184-2.08
8 31,7 2,25 (X) 9,17 CH 31,7 2,18-2,30
9 52,5 - - C 52,5 -
10 385 2,52 (X) 6,8,9, 12 CH 38,5 2,38
11 377 2,09 () 9,10, 12, 20 CH, 37,7 1,84-2,08
12 199 2,26 (X) 9,11, 13, 14, 16 CH, 19,9 2,18-2,30
13 1243 - - C 124,3 -
14  110,8 6,23 (dd, J=1,73; 0,86) 13,15, 16 CH 110,7 6,20 (dd, J=1,7; 0,7)
15 1429 7,35 (t, J=1,60) 13, 16 CH 142,8 7,32 (t,J=1,7)
16 1387 7,19 (X) 14,15 CH 138,6 717 (t,J=1,2)
17 183 1,15 (d, J=7,20) 7,8 CH; 18,3 1,12 (d, J=7,1)
18 229 1,99 (s, J = 1,05) 3,4,5 CH; 22,7 1,96 (s largo, J= 1,2)
20 1748 - - C 174,7 -
21 514 3,69 (5) 20 CH; 51,3 3,64

Fonte: Maciel, et. al (1998b)




5.2.3 ldentificacdo estrutural da substancia 7

A substancia 7 (fluxograma 11) foi obtido na forma de um solido amarelado. A analise
por CL-EMAR (Anexo 44) de 7, exibiu ion com m/z 327,1607 [M+H]". A formula molecular
de 7 foi CyoH2204, com o erro cauculado de A= 0,1 ppm. O IDH da substancia apresenta dez
graus de insaturacdo (SILVERSTEIN et al., 2007). A determinacédo estrutural foi realizada
principalmente através de anélises de RMN 1D (*H e *C, DEPT135) e 2D (COSY, HSQC e
HMBC), os dados importantes discutidos encontram-se (Tabela 13 e Anexos 44 a 50).

O espectro de RMN de *H (Anexo 45) mostrou sinais caracteristicos de hidrogénios
metoxilico, metilico, metilénicos e metinicos olefinicos. Foi observado presenca de trés sinais
tipicos de hidrogénios metilicos. Dois singletos, sendo um em &y 3,68 (metoxila), oy 2,21 e
um dubleto em éy 1,11, todos com integral para 3 hidrogenios, respectivamente. Também se
observou seis sinais de hidrogénios entre &y 7,70-5,50, caracteristicos de hidrogénios
arométicos e olefinicos, todos com integrais para um hidrogénio. No espectro de *C
observou-se 20 sinais de carbonos (Anexo 46). O espectro de DEPT™*® (anexo 47) mostrou
treze sinais, trés metilicos, dois metilénicos, oito metinicos e por comparagdo com o0 RMN de
3C comprovou-se a presenca de sete carbonos desidrogenados, (Tabela 19).

O mapa de contornos HSQC (Anexo 49), mostrou correlagdo entre os hidrogénios oy
6,40 e 6,69 com os carbonos dc 110,8 e 114,6, sdo deslocamentos caracteristicos de
hidrogénios e carbonos arilicos, outra correlacdo importante foi de um hidrogénio em 6y 5,67
ligado ao carbono 3¢ 71,82 deslocamentos caracteristicos de hidrogénio e carbono do anel
lactdnico ja vistos anteriormente. Destacam-se sinais de carbonos e hidrogénios com
deslocamentos em campos altos, tipicos de anéis aromaticos em: 6y 7,57; 7,66 e 6,59
apresentando correlages com carbonos 6¢ 144,3, 140,4 e 108,0, respectivamente.

O mapa de contorno HMBC (Anexo 50, tabela 20) foi utilizado para montar o
primeiro fragmento da estrutura do qual chamamos de anel A. Comegamos pelas correlacoes
dos hidrogénios &4 6,40 e 6,69 com o carbono em &¢ 2J 157,7 que também é visto em *J pelos
hidrogénios 6y 3,68, referente aos hidrogénios da metoxila. O hidrogénio 6y 6,40 também
apresenta correlacdo com os carbonos em d¢ % 1146 e %) 53,9, correspondentes aos carbonos
nas posices 3 e 10 respectivamente. O espectro mostra correlagcdes do hidrogénio 6 6,69,
com carbonos 8¢ 2J 127,4; %3 110,8 e J 18,6, correspondentes aos carbonos nas posicOes 1,4 e
18, respectivamente. Os hidrogénios metilicos 6y 2,21 correlacionam-se com os carbonos dc

127,4; 114,6 e 137,5, correspondentes aos carbonos nas posicles 3, 4, e 5 respectivamente.
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Junto ao anel A foi montado outro fragmento no qual chamamos de anel B, este apresenta
correlagdes do hidrogénio &y 2,62 com os carbonos 8¢ 2J 137,5; 3J 127,4; 23 26,2 e %1 33,6,
correspondentes aos carbonos nas posicdes, 4, 5, 7, 8, respectivamente. Os hidrogénios
metilicos & 1,11 correlacionam-se com os carbonos dc 3J 53,9; 2J 33,6e 3J 26,2,
correspondentes aos carbonos nas posigdes, 9, 8 e 7, respectivamente.

Mediante todas as observacdes levantadas dos dados obtidos por meio das técnicas de
RMN de 'H e °C e a comparagdo com os dados da literatura, pode-se concluir que a
substancia 7 corresponde ao composto isolado por Chan et al., 1968. Consistentes com um
diterpenoide da classe dos 19-nor-clerodanos (17, 19- Dinorlabda- 1, 3, 5 (10), 13 (16), 14-
pentaeno-9-carboxilico, 15,16- epoxi- 12-hidroxi-2-metoxi-, y-lactona (8Cl)) derivado do

diterpeno crotonina isolada a partir dos extratos das folhas de Croton lucidus (Figura 7).

Figura 12. Estrutura do diterpendide 19-nor-clerodano 7.
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Tabela 13. Dados de RMN 1D e 2D da substancia 7.

7, CDCl3, 300 MHz(*H), 75 MHz (**C)

HSQC HMBC COSY

C/H dc du[mult., J(H2)] [Py e *Jenl "Hx'H DEPT
1 110,8 6,40 (d, J= 2,50) 2,3, 4 6,69 CH
2 157,7 - - C
3 114,6 6,69 (d, J= 2,50) 1,2,4,18 6,40 CH
4 127,4 - - C
5 137,5 - - C
6 22,3 2,62 (m) 4,5,7,8 1,97 CH,
7 26,2 1,97 (m, J= 12,06; 5,73) 4,6,8,17 2,62; 2,26 CH,
8 33,6 2,26 (m, J=11,99; 6,69) 6, 10, 11, 17, 20 1,11; 1,97 CH
9 53,9 - - C
10 137,6 - - C

2,56 (dd, J= 13,67 ;9,57)

11 47,5 2.8 (, J= 13.67: 6.99) 4,7,8,10,12,13, 20 5,67 CH,
12 71,8 5,67 (dd, J=9,57; 6,99) 11,13, 14, 16 2,56; 2,98 CH
13 124,8 - - C
14 108,0 6,59 (dd, J=0,69:1,71) 13,15, 16 7,58 CH
15 1442 7,58 t largo, J= 1,58; 1,71) 13, 16 6,59 CH
16 140,4 7,69 (m) 13,14, 15 - CH
17 14,9 1,11 (d, J= 6,93) 7,8 2,26 CHjs
18 18,6 2,21 (5) 3,4,5 - CHs
20 179,8 - - C
21 54,1 3,68 (5) 2 - CHs
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5.2.4 ldentificacdo estrutural da substancia 8

A substancia 8 foi obtido (fluxograma 4) como cristais de cor verde claro em forma de
agulhas. O CL-EMAR (Anexo 51) de 8 exibiu fon com m/z 329,1041 [M+H]*. A férmula
molecular foi calculado para CigH1706: m/z = 329,1019, A=2,1 ppm. Com base no célculo
do IDH, a substancia apresenta onze graus de insaturacdo, (SILVERSTEIN et al., 2007). A
determinacéo estrutural foi realizada principalmente através de analises de RMN 1D (*H e
3C, DEPT135) e 2D (COSY, HSQC e HMBC), os tépicos importantes discutidos encontram-
se (Tabela 14 e Anexos 52 a 57 ,respectivamente).

No espectro de RMN de *H (Anexo 52) é possivel identificar a presenca de 4 sinais de
hidrogénios caracteristicos de sistemas aromaticos. Um par de dubletos em 6y 6,45 (d; J=2,1
Hz) e em &y 6,36 (d; J =2,2 Hz) evidencia um acoplamento em meta, sendo compativel com
anéis A de flavonoides 5,7,9,10-tetrassubstituidos. Foi observado também dois duplos
dubletos em &y 8,09 (dd; 9,0 Hz), &4 7,03 (dd; 9,0 Hz; 2,0 Hz), apresentaram integrais
dobradas surgerindo um sistema simétrico, que corroboram com o padrao 1°, 4’-dissubstituido
de um anel B flavonoidico. Os trés sinais observados em oy 3,87; 3,89 e 3,91, atribuidos a
metdxilas, deixando evidente que a substancia 8 é um flavonoide trimetoxilado.

O mapa de contorno HSQC (Anexo 56), mostra as correlaces dos hidrogénios do anel
A em dy 6,45 e 6,36 com os carbonos 6¢c 92,2 e 97,8, respectivamente. O mapa de contorno
HMBC (Anexo 57, Tabela 14) mostra correlagdo do hidrogénio em &y 6,45 com os carbonos
8¢ 21 97,9; 23 165,4; 23 156,7 e 21 106,1; correspondente aos carbonos nas posicées, 6, 7, 9, e
10 respectivamente. O hidrogénio em &y 6,36 correlaciona-se no mapa de contornos HMBC
com o0s carbonos ¢ 2J 162,0; %J 165,4; %3 92,2 e 3J 106, 0; correspondente aos carbonos nas
posicoes, 5, 7, 8, e 10 respectivamente.

Para o anel B, 0o mapa de contornos HSQC apresentou correlagdes entre os hidrogénios
em oy 8,09 e 7,03, correlacionando com carbonos 6¢ 130,2 (C-2°, C6’) e 114,1 (C-3°, C5”),
respectivamente. O mapa de contorno HMBC (Anexo 57, Tabela 14) mostra correlagcdes dos
hidrogénios em &y 7,03 com carbonos em d¢c 161,7, 114,1 e 122,8, correspondentes aos
carbonos nas posicdes, 4°, 2°, 6°, e 1’, respectivamente. Os hidrogénios também simétricos oy
8,09 correlacionam-se com os carbonos ¢ 130,2 (C3’ e C5’), 161,7 e 155,9, correspondentes
aos carbonos nas posicoes 3’e 5°, 4°, 2, respectivamente. Os hidrogénios metdxilicos oy 3,89
(C-7-OMe), 3,87 (C-3-OMe) e 3,91 (C-4’-OMe) correlacionam-se com 0s carbonos 6¢c 165,4;

138,9 e 161,7, correspondentes aos carbonos nas posicdes, 7, 3 e 4°, respectivamente.
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Mediante todas as observacdes levantadas dos dados obtidos por meio das técnicas de
RMN de 'H e °C e a comparagdo com os dados da literatura, pode-se concluir que a
substancia 8 corresponde ao composto isolado por Maciel et al., 2009. Consistentes com 0

flavonoide Kaempeferol-3,4,7-trimetil eter, (Figura 13).

Figura 13. Flavondide Kaempeferol-3,4,7-trimetil éter.
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Tabela 14. Dados de RMN 1D e 2D substancia 8.

8, CDCl3, 300 MHz (*H), 75 MHz (**C) Literatura, CDCl; 300 MHz (*H), 75 MHz (**C)
HSQC HMBC HSQC
C/H 5c SH[rQnuIt., I(HD)] Blonedan]  DECT 5c Q8H[mult., I(HD)]
2 155,9 - C 155,8 -
3 138,8 - C 138,8 -
4 178,8 - C 178,7 -
5 162,0 - C 162,0 -
6 978 6,36 (d,J=2,1) 5,7, 8,10 CH 97,7 6,36 d (J=2,2)
7 165,4 - C 165,4 -
8 92,2 6,45 (d J=2,1) 6,7,9, 10 CH 92,1 6,45d (J=2,2)
9 156,8 - C 156,7 -
10 106,1 - C 106,0 -
1’ 122,8 - C 122,8 -
2 1302 8,09 (d, J=9,0) 2,6, 4 CH 130,1 8,10d (J=9,2)
3 1141 7,03(d,J=9,0) 1,4, 5 CH 114,0 7,03d (J=9,2)
4 161,7 - C 161,6 -
5 1141 7,03(d, J=9,0) 1,3, 4 CH 114,0 7,03d (1=9,2)
6’ 1302 8,09 (d, J=9,0) 2,2°, 4 CH 130,1 8,10d (J=9,2)
C-3-OMe 60,2 3,87 (s) 3 CHs 60,0 -
C-7-OMe 555 3,91 (s) 4 CHs 55,3 3,90 (3 x OCH3, s)
C-4-OMe 558 3,89 (s) 7 CHs 55,7 -

Fonte: MACIEL, et. al (2009).




5.3 Atividade antiplasmodica in vitro e in vivo em células normais dos terpendides

naturais e simissintético.

O estudo fitoquimico foi baseado em 2 tipos de extratos obtidos a partir de dois
morfotipos, sacaca-branca, extrato etanolico (EtOH) das cascas e sacaca-vermelha extrato
cloroférmico (CHCI3) das folhas. Os extratos foram testados por Lima et al., (2015), em duas
concentragdes 5 e 50 pg/mL e, apresentaram-se ativos ou moderadamente ativos na
concentracdo de 50 pg/mL, inibindo mais de 50% do crescimento in vitro da cepa K1 de P.
falciparum, (Tabela 15). Diante disso foi produzido extratos semelhantes a estes, onde que
por fracionamento em coluna cromatografica aberta foram isolados 13 substancias, e
produzido um semissintetizado (2), somando 14 substéncias. Destas, oito foram identificadas
e submetidas a testes antiplasmadico in vitro da cepa K1 de P. falciparum, (figura 4, tabela
16). Dessas, duas apresentaram atividade moderada, inibindo mais de 50% do crescimento in
vitro da cepa K1 de P. falciparum (Tabela 23). Em seguida as substancias (1) e (6) (Figura 4,
Tabela 16), foram testadas para determinacéo de suas Clsy (Concentracdo que inibe 50% do
crescimento do P. falciparum in vitro) frente a cepa multi-resistente K1 de P. falciparum
(MRA-159, MR4, ATCC Manassas Virgina) segundo método de Trager e Jenser (1976). A
concentracdo da média inibitoria (Clsp) das substéncias 1 e 6 , estdo resumidas na Tabela 17.
As Clso foram de 23,7 pg/mL para (1) e o terpendide mais ativo (6) com o Clsy de 23,0
pMg/mL. A substancia 1 foi submetido a teste in vivo em roedores fémeas infectado com P.
berghei NK65. A supressdo in vivo foi observado para o composto 1 via oral na dose de 200
mg/Kg/dia com a inibicdo de 21% da parasitemia e subcultanea 19 + 3 %, sendo considerado

nao ativo, o resultado foi resumido na tabela 18.
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Tabela 15. Atividade in vitro contra cepas do P. falciparum de extratos obtidos a partir de cascas e folhas de Croton cajucara Benth.

% de inibicao por Clso HRP2
(s Parte da a Microscopia (Pf K1)° (PFfW2)" Classificacéo
Especie lanta Solvente da atividade*
P 50 pg/mL 5 pg/mL pg/mL + DP
Croton cajucara Casca EtOH 99,1 26,3 17,2+ 6,6 AM
(variedade: Branca)
Croton cajucara Folha CHCl5 97,8 74,9 6,4+1,2 A

(variedade:vermelha)

LIMA et al., 2016

*Como critério de atividade in vitro foi estabelecido que as amostras com ICs, de:

< 1 yg/mL - Muito Ativo (MA)

1a 15 pg/mL — Ativo (A)

16 a 30 pg/mL - Parcialmente Ativo (PA)
> 30 pg/mL — Inativo (1)
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Tabela 16. Inibigdo do crescimento in vitro da cepa K1 de P. falciparum frente as substancias: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8 (Figura 6).

Reducéo do crescimento do parasito (%0)

Espécie Substéancia Classificagéo* da atividade
50 (ug/mL) 5 (ug/mL)

(va(r:icra?j?dne?il}-gfr?]:z?ha) 1 PA 70,5 68,0
Semissintético 2 PA 63,9 55,6

(ariedace: Brance) 3 PA 57,6 0
(va(r:i«rs?i?dne:ci}-grﬁ:}?ha) 4 | 41,86 37,21
(virri(c)stg;d(é?j;?:r::a) 5 I 18,60 23,26
s By 6 A 02,7 756
(virri%tg;d?j;?:r:s‘a) 7 I 34,88 23,26
Croton cajucara 8 I 3721 1163

(variedade: Vermelha)

*Como critério de atividade in vitro foi estabelecido que as amostras que inibirem o crescimento dos parasitos de:
80 a 100% = ativas (A)

50 a 79% = parcialmente ativas (PA)

< 50% = inativa (I)
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Tabela 17. Concentracao inibitéria 50% (IC50) in vitro de 02 (duas) substancias frente a cepa K1 de P. falciparum.

Classificacao da

Espécie Cadigos atividade 1Cs0 (ug/mL)
Croton cajucara (variedade: Vermelha) 1 PA 23,7
Croton cajucara (variedade: Branca) 6 PA 23,0
Controle Cloroquina (difosfato) 0,012

*Como critério de atividade in vitro foi estabelecido que as amostras com ICsg, de:

<1 pg/mL - Muito Ativo (MA)

1a 15 pg/mL — Ativo (A)

16 a 30 pg/mL - Parcialmente Ativo (PA)
> 30 pg/mL — Inativo (1)
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Tabela 18. Supressdo in vivo P. berghei NK65 em roedores fémeas do terpenoide 7-hidroxicalameneno (1).

% Parasite + SEM®
(% inhibition of parasite growth)®

Average survival time £ SD (days)

Dose Oral Subcutaneous

(mg/kg/day) Day 5 Day 7 Day 5 Day 7

Oral Subcutaneous

1

200 4,22 + 0,93 (-61,07) 1,64 + 0,33 (-32,26) 3,74+ 0,95 (-42,75) 1,84 + 0,62 (-26,09)

Chloroquine
diphosphate

10 0,06 + 0,05 0,03+0,03 0,05+ 0,04 0,04 + 0,02

oC

10% 2,62+0,51 1,24 £ 0,27 2,62 +0,47 1,38+0,71

21+0,5 19+3

> 40 > 40

20+2 17+1
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6. CONCLUSAO

Nesta investigacdo fitoquimica dos extratos das cascas e folhas da Croton cajucara
Benth., foi concluido com a obtencéo de 14 substancias, sendo um composto semissintetico,
no entanto foi possivel caracterizar somente 8 compostos, sendo 7 terpenoides e um
flavonoide. Diante disso as substancias que tiveram suas estruturas identificadas foram: 7-
hidroxicalameneno,  7-acetilcalameneno  (derivado),  trans-desidrocrotonina,  cis-
desidrocrotonina, trans-cajucarina B, cis-cajucarina B, espiro[furano-3(2H),1'(2'H)-naftaleno]
e um flavonoide 3,7,4’-tri-O-metilcanferol. Através de reacdo de acetilacdo, converteu-se o 7-
hidroxicalameneno a 7-acetilcalameneno, tratando-se de uma estrutura inédita na literatura.

Estes compostos foram submetidos ao teste in vitro. Destas somente quatro
apresentaram atividades antimalaricas contra a cepa de Plasmodium falciparum tipo K1. No
entanto foram selecionadas apenas duas dentre as mais ativas a obtencdo da Clsy. Os
compostos conhecidos como trans-cajucarina B e 7-hidroxicalameneno apresentaram
atividades moderada.

Nesta pesquisa 50 % das 8 substancias isoladas apresentaram atividade in vitro contra
0 parasita da malaria, variando na classificacdo entre ativo e com atividade moderada,
conforme critérios descritos anteriormente. Esses resultados ressaltam a importancia de seguir
0 estudo com base no conhecimento tradicional para a escolha de plantas como fontes de
substancias antimaléricas.

A importancia de pesquisas com plantas utilizadas na regido Amazonica nao reside
apenas em promover o valor da flora quanto a descoberta de novos compostos antimalaricos,
mas também na necessidade de cuidados com a salde dos povos tradicionais que utilizam
essas plantas em seu dia-a-dia, uma vez que muitos compostos podem apresentar toxicidade.

Com os resultados obtidos neste trabalho, novos estudos fitoquimicos biomonitorados
serdo realizados com os extratos de Croton cajucara na busca do isolamento de compostos
ativos, sendo ainda necessaria a realizacdo, em futuros trabalhos de novos testes in vitro e in

vivo e de citotoxicidade, para estas substancias.
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ANEXO



Anexo 1. Espectro de HRMS; [M+H]" do 7-hidroxicalameneno (composto 1).
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Anexo 2. Espectro de RMN de *H do 7-hidroxicalameneno (composto 1), 300 MHz, CDCls
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Anexo 3. Espectro de RMN de **C do 7-hidroxicalameneno (composto 1), 75 MHz, CDCl,

SbFr=64B (13C; CDCI3; 27,0 mg)
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Anexo 4. Espectro de DEPT135 do 7-hidroxicalameneno (composto 1), 75 MHz, CDCl;

SbFr=64B (DEPT 135; CDCI3; 27,0 mg)
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Anexo 5. Espectro de correlagdo *H-'H (COSY) do 7-hidroxicalameneno (composto 1), 300 MHz, CDCl,

SbFr=64B (COSY; CDCI3; 27.0 ma

1

pRm

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.5

7.0

ppm

84




Anexo 6. Espectro de correlagdo de **C-'H (HSQC) do 7-hidroxicalameneno (composto 1), em CDCls, **C: 75 MHz e 'H: 300 MHz

Fazacmzmza

SbFr=64B (HSQC: CDCI3; 27,0 mg)

1

L AL

100
=110
— =120

—_— ‘ 130

7.0 B.5 8.0 5.5 5.0 4.5 4.0 s 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm




Anexo 7. Espectro de correlagio de **C-'H (HMBC) do 7-hidroxicalameneno (composto 1), em CDCls, ©*C: 75 MHz e 'H: 300 MHz

SbFr=64B (HMEC: CDCI3: 27,0 mg)
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Anexo 8. Espectro de IR do 7-hidroxicalameneno (composto 1).
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Anexo 9. Espectro de RMN de *H do 7-acetilcalameneno (composto 2), 300 MHz, CDCl.
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Anexo 10. Espectro de RMN de **C do 7acetilcalameneno (composto 2), 75 MHz, CDCl
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Anexo 11. Espectro de correlacéo *H-"H (COSY) do 7-acetilcalameneno (composto 2), 300 MHz,

CDCl,
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Anexo 12. Espectro de correlacéo de **C-'H (HSQC) do 7-acetilcalameneno (composto 2), em CDCls, **C: 75 MHz e 'H: 300 MHz

Abraao_THCAcetiladoe (7 mg, HSQC, CDCIZ

|

ppm

- 100

110

120

130

1.0 Ppm

a1
A
i
a
a8
H
&




Anexo 13. Espectro de correlacéo de **C-1H (HMBC) do 7-acetilcalameneno (composto 2), em CDCl,, *C: 75 MHz e *H: 300 MHz
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Anexo 14. Espectro de IR do 7-acetilcalameneno (composto 2).
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Anexo 15. Espectro de HRMS; [M+H]" do trans-desidrocrotonina composto 3.
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Anexo 16. Espectro de RMN de 'H do trans-desidrocrotonina composto 3, 300 MHz, CDCls

Sb.Fr.2-27 (1H; CDCI3; 20,9 mg]
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Anexo 17. Espectro de RMN de "*C do trans-desidrocrotonina composto 3, 75 MHz, CDCl,

Sb.Fr.2-27 (13C; CDCI3; 20,9 mg)

03/0B/2015
= ™ - ™ o 0 o - _ _ _
= ~ i i ': = = = z o= E Z
= = e T E S8 E o o o= o oo
— — — — — — — r~ [T s I N o
I I (. \ | (A

S

[RRRT
Cr b
w

gy
[RRlipt

L] i 1 i 1
180 180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 a0 70 &0 =0 40 30 ppm

96



Anexo 18. Espectro de DEPT135 do trans-desidrocrotonina composto 3, 75 MHz, CDCl;

Sb.Fr.2-27 (DEPT135; CDCI3; 20,9 mu
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Anexo 19. Espectro de correlagdo *H-'H (COSY) do trans-desidrocrotonina composto 3, 300 MHz.
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Anexo 20. Espectro de correlagéo de **C-'H (HSQC) do trans-desidrocrotonina composto 3, em CDCls, **C: 75 MHz e 'H: 300 MHz
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Anexo 21. Espectro de correlacio de **C-*H (HMBC) do trans-desidrocrotonina composto 3, em CDCls, **C: 75 MHz e 'H: 300 MHz
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Anexo 22. Espectro de IR de trans-desidrocrotonina composto 3.
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Anexo 23. Espectro de HRMS; [M+H]" do cis-desidrocrotonina composto 4, 300 MHz, CDCl;

Intens. 1 +MS, 6.8min #409
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Anexo 24. Espectro de RMN de 'H do cis-desidrocrotonina composto 4, 300 MHz, CDCl,
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Anexo 25. Espectro de RMN de **C do cis-desidrocrotonina composto 4, 75 MHz, CDCl;
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Anexo 26. Espectro de DEPT135 do cis-desidrocrotonina composto 4, 75 MHz, CDCl;

Abraao_SF36CV (dept135, G-DCI:!‘ 19.8 mg)
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Anexo 27. Espectro de correlagéo *H-"H (COSY) do cis-desidrocrotonina composto 4, 300 MHz, CDCls.
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Anexo 28. Espectro de correlacéo de *C-'H (HSQC) do cis-desidrocrotonina composto 4, em CDCls, *C: 75 MHz e *H: 300 MHz
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Anexo 29. Espectro de correlagéo de *C-'H (HMBC) do cis-desidrocrotonina composto 4, em CDCls, **C: 75 MHz e *H: 300 MHz.
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Anexo 30. Espectro de HRMS; [M+H]" do trans-cajucarina B (SbFrC;-E-Ds).

Intens. +MS, 8.1min #483
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Anexo 31. Espectro de RMN de *H do trans-cajucarina B composto 5, 300 MHz, CDCl5,

Abraao_S F36CD (1H, €DCI3, 5.2 mg)

@0~

=4

.38
i.06
3.01
t.u

2

2
2.58
2

2
2.3
2

2

2

2

2

7.26
.29
6.29

P — -

SNV -

L _

2= - - b ! bt ] ] ) et =21 ™
0 = - Ll - L el ==l o]~ - Ll
T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 B.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

110



Anexo 32. Espectro de RMN de *C do trans-cajucarina B composto 5, 75 MHz, CDCl5.

Abraao_SF36CD (13C, CDCI3, 5.2 mc
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Anexo 33. Espectro de DEPT135 do trans-cajucarina B composto 5, 75 MHz, CDCls.

Abraao SFI6CD (Dept 135, CDCI3, 5.2 ma)
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Anexo 34. Espectro de correlacdo *H-*H (COSY) do trans-cajucarina B composto 5, 300 MHz, CDCls
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Anexo 35. Espectro de correlacéo de **C-*H (HSQC) do trans-cajucarina B composto 5, em CDCls, *C: 75 MHz e 'H: 300 MHz
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Anexo 36. Espectro de correlacéo de **C-*H (HMBC) do trans-cajucarina B composto 5, em CDCl,, *C: 75 MHz e *H: 300 MHz.
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Anexo 37. Espectro de HRMS; [M+H]" do cis-cajucarina B composto 6.
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Anexo 38. Espectro de RMN de *H do cis-cajucarina B composto 6, 300 MHz, CDCl.

Abraao_SbFr2-29 {1H; CDCI3; 20 mg)
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Anexo 39. Espectro de RMN de *C do cis-cajucarina B composto 6, 75 MHz, CDCls.
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Anexo 40. Espectro de DEPT135 do cis-cajucarina B composto 6, 75 MHz, CDCls.

Abraaoc_3bFr2-29 (depi135; CDCI3; 20 mg)
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Anexo 41. Espectro de correlacio *H-"H (COSY) do cis-cajucarina B composto 6, 300 MHz, CDCl,

Abraao_SbFr2-29 {cosy; CDCI3; 20 mg)
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Anexo 42. Espectro de correlacéo de **C-'H (HSQC) do cis-cajucarina B composto 6, em CDCls, **C: 75 MHz e 'H: 300 MHz
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Anexo 43. Espectro de correlagéo de **C-*H (HMBC) do cis-cajucarina B composto 6, em CDClg, *C: 75 MHz e 1H: 300 MHz
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Anexo 44. Espectro de HRMS; [M+H]" do composto 7.
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Anexo 45. Espectro de RMN de *H do composto 7.
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Anexo 46. Espectro de RMN de *C do composto 7, 75 MHz, CDCl,

Abraao_SF42A (13C, MeOD, 10,mg). .. N -
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Anexo 47. Espectro de DEPT135 do composto 7, 75 MHz, CDClj,

ABfaaf_SF42A (Dept 135, MeOLE 10mig)
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Anexo 48. Espectro de correlacdo 1H-1H (COSY) do composto 7, 300 MHz, CDCI3
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Anexo 49. Espectro de correlagdo de 13C-1H (HSQC) do composto 7, em CDCI3, 13C: 75 MHz e 1H: 300 MHz
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Anexo 50. Espectro de correlacéo de **C-*H (HMBC) do composto 7.
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Anexo 51. Espectro de HRMS; [M+H]" do composto 8
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Anexo 52. Espectro de RMN de *H do composto 8, em CDCls,, 300 MHz, CDCls
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Anexo 53. Espectro de RMN de **C do composto 8, em CDCl;, **C: 75 MHz, CDCl,
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Anexo 54. Espectro de DEPT135 do composto 8, em CDCl,, **C: 135 MHz.
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Anexo 55. Espectro de correlacdo 1H-1H (COSY) do composto 8, em CDCls, **C: 75 MHz e *H: 300 MHz
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Anexo 56. Espectro de correlacdo de *C-1H (HSQC) do composto 8, em CDCl,, *C: 75 MHz e *H: 300 MHz
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Anexo 57. Espectro de correlacéo de **C-1H (HMBC) do composto 8, em CDCl,, *C: 75 MHz e *H: 300 MHz
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