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RESUMO

Bonamia ferruginea (Choisy) Hallier f., popularmente conhecida como cip6-tuira, é
uma liana de pequeno porte com caule e folhas aveludadas de cor marrom, utilizada pela
populacdo amazonica no tratamento de malaria.

No presente trabalho, foi avaliada a atividade antiplasmodica in vitro contra o
Plasmodium falciparum dos extratos preparados por infusdo e decoccdo de caule e folha, e
extratos feitos das mesmas partes da planta, em aparelho de soxhlet com cloroférmio, metanol
e dgua. Os extratos metandlico e aquoso da folha foram testados contra o Plasmodium berghei
in vivo em camundongos. Os extratos ndo apresentaram atividade antimaldrica in vitro ou in
vivo. Também foi realizado um estudo da composicdo quimica de B. ferruginea. Optou-se
pelo fracionamento cromatogrifico do extrato cloroférmico do caule, mesmo ndo sendo
considerado ativo (40,6% de inibicdo a 50 pg/mL'l) frente ao P. falciparum no teste in vitro.
Do extrato hexanico proveniente do caule de B. ferruginea, foram isolados os triterpenos
lupeol, friedelina e glutinol. Do extrato cloroférmico do caule, obtiveram-se as cumarinas
escopoletina e isofraxidina e o hemiterpeno 2-metil-1, 2, 3, 4-butanotetrol, isolado do extrato
acetato de etila do caule de B. ferriginea. A caracterizacdo das substincias isoladas foram
realizada por técnicas espectroscopicas como EMAR e RMN uni e bidimensional, além de

comparagdo com dados da literatura.

Palavras-chave: Bonamia ferruginea, Calycobulus ferrugineus, Prevostea ferruginea,

Convolvulaceae, cumarinas, terpenos e isoprenos.



ABSTRACT

Bonamia ferruginea (Choisy) Hallier f., popularly known as cip6-tuira is a small
liana that has velvety, brown-colored leaves and stems. It is used by the Amazonian
people in the treatment of malaria.

In vitro antiplasmodial activity against Plasmodium falciparum was evaluated
for extracts that were prepared by infusion and decoction of stem and leaf, and soxhlet
extraction using chloroform, methanol and water as solvents. The methanol and aqueous
leaf extracts were tested against Plasmodium berghei in vivo in mice. All extracts were
inactive in vitro and in vivo.

This work was performed to study the chemical composition of B. ferruginea.
We opted for the chromatographic fractionation of the chloroform extract, although it
was not considered active (40.6%) inhibition at 50 pg mL™) against P. falciparum in the
in vitro test. From the hexane extract of the stem of B. ferruginea the triterpenes lupeol,
friedelin and glutinol were isolated. The chloroform extract of the stem provided the
coumarins scopoletin and isofraxidin. A hemiterpene, 2-methyl-1,2,3,4-butanetetrol,
was isolated from the ethyl acetate extract of the stem of B. ferriginea.

The characterization of the isolated compounds was performed by spectroscopic
techniques such as MS and one and two dimensional NMR, and comparison with
literature data.

Keywords: Bonamia ferruginea, Calycobulus ferrugineus, Prevostea ferruginea,

Convolvulaceae, coumarins, terpenes and isoprene.
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E.H.C- extrato hexanico do caule
EMBRAPA-AM- Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria-Amazonas
FNT-a- fator de necrose tumoral o

FP, As- extrato aquoso da folha do ponto de coleta 1 em aparelho de soxhlet
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FP;Ms- extrato metanolico da folha do ponto de coleta 1 em aparelho de soxhlet
FP,Ac- extrato aquoso da folha do ponto de coleta 2 por decocgdo

FP,Ai- extrato aquoso da folha do ponto de coleta 2 por infusdo

FP,Cls- extrato cloroférmico da folha do ponto de coleta 2 em aparelho de soxhlet

Fr. A..E.C- fracdo acetato de etila do extrato clorado
Fr. M/H.E.C- Fracao hidroalcodlica do extrato clorado
Fr.C.E.C- fragdo cloroférmica do extrato clorado
Fr.H.E.C-fracdo hexanica do extrato clorado

h- altura

HMBC- heteronuclear multiple bond correlation

HSQC- heteronuclear single quantum correlation

INPA- Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia

IV- infravermelho

LC-MS- liquid chromatography coupled to mass spectrometry

MeOH- metanol

MVCD- material vegetal do caule desgraxificado

MVCD-C- material vegetal do caule desgraxificado e extraido com clorados
NOESY - nuclear Overhauser enhancement spectroscopy

OMS- Organizacdo Mundial da Saude

RMN de °C- ressonancia magnética nuclear de carbono -13

RMN de 'H- ressondncia magnética nuclear de proton

RMN- ressonancia magnética nuclear

SFC-C; - sub-fragao proveniente da fracao CHCl; (Fr. CHCI; )do caule
SFC-C; - sub-fra¢ao proveniente da SFC-C,

SFC-C; - sub-fracdo extraida da SFC-C,

SFC-C4 — A-sub-fragdo concebida da SFC-C3_escopoletina

SFC-Cs — B-sub-frag¢do concebida da SFC-Cy isofraxidina

SFE-C,-C- sub-fracdo obtida do fracionamento do extrato acetato de etila (E.C.A)
SFE-C,-C sub-fracdo proveniente da SFE-C; do de extrato acetato de etila (E.C.A), 2-C-

metil eritritol



SFH-C;- sub-fragdo obtida do fracionamento cromatografico do estrato hexanico (E.H)
SFH-C,-A- sub-fracdo retirada da SFH-C; do (E.H), friedelina

SFH-C,-A- sub-fragao retirada da SFH-C, do (E.H), glutinol

SFH-C;- sub-fragdo proveniente da SFH-C, do (E.H)

SFH-C4- A-sub-fracdo obtida da SFH-C; do (E.H), lupeol

UFAM- Universidade Federal do Amazonas

UV- ultravioleta

WHO- World Health Organization

WRAIR- Walter Reed Army Institute of Research

®- didmetro
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1. INTRODUCAO

Ha muito tempo a populacdo mundial vem sofrendo com doencas parasitarias, a saber,
amebiase, doenca de Chagas, giardiase, leishmaniose, toxoplasmose, tricomoniase e malaria,
sendo essa ultima uma das mais preocupantes. O nome maldria vem do italiano "male dria”,
ou seja, ar ruim, contaminado (Brasil, 2004). Esse nome deu-se porque antigamente, as
pessoas acreditavam que se contaminavam ao respirar o odor dos pantanos (Oliveira e
Szczerbowski, 2009; Padilha e Sales, 2011). Em 1880, o médico francés Laveran que
trabalhava na Argélia, identificou o causador desta doenga infecto-parasitdria, parasita do
género Plasmodium. Posteriormente, em 1897, Sir Ronald Ross, médico militar inglés
servindo na India, demonstrou que os mosquitos do género Anopheles sio seus transmissores
(Brasil, 2004).

As pesquisas vém desenvolvendo medicamentos que combatem a maldria. Mas com
todas essas novas drogas antimaldricas o parasita vem desenvolvendo resisténcia frente as
drogas existentes mesmo que esse tratamento seja realizado na forma de terapias combinadas
como sao prescritos os ACTs (terapias combinadas a base de artemisinina), que sdo as drogas
de primeira linha no mundo. Diversos antimalaricos tém suas origens em plantas medicinais.
As plantas medicinais e seus derivados consistiram durante muito tempo a base da terapéutica
e, atualmente, cerca de 25% dos farmacos utilizados s@o de origem vegetal, enquanto 50% sio
de origem sintética, mas relacionados aos principios isolados de plantas medicinais

Isto deve - se, em parte, a grande variedade de espécies (250 - 500 mil) de plantas
existentes na flora mundial, muitas com importantes propriedades terapéuticas. Nos ultimos
anos, tem-se verificado um grande aumento nos estudos que comprovam o que se conhece
empiricamente, visto que a medicina popular € rica em exemplos de plantas utilizadas para
diversos fins, que substituem, muitas vezes, a prescricio médica. Acreditam-se que cerca de
80% da populacdo mundial use as plantas como primeiro recurso terapéutico (Ferreira et al.,
2012).

Ha muito tempo j4 vem sendo desenvolvidas pesquisas na qual o objeto de estudo sdo
plantas da floresta Amazonica. Varias institui¢des de ensino e pesquisa vem desenvolvendo
tal trabalho a fim de melhorar a vida da populagdo. Com isso as mesmas procuram estudar
mais aprofundadamente as propriedades bioldgicas e a composi¢do quimica. Nesse intuito, no
presente trabalho, estudou-se uma das plantas utilizadas pelos ribeirinhos no combate a

maldria que tem o nome popular de cipd-tuira (Bonamia ferruginea (Choisy) Hallier f.).



22

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Maléria, parasita e vetores.

A maldria € causada por protozodrios do género Plasmodium. O parasita € transmitido
através da picada da fémea do mosquito do género Anopleles. A ocorréncia mais abundante do
vetor € nos hordrios crepusculares, ao entardecer e ao amanhecer, todavia, sdo encontrados
infectando durante todo o periodo noturno, porém em menor quantidade em algumas horas da
noite. A doenga ndo é contagiosa. Raramente pode ocorrer a transmissdo por meio de
transfusdo de sangue contaminado ou do uso compartilhado de seringas contaminadas. Mais
rara ainda € a transmissdo congénita (Brasil, 2009). O periodo de incuba¢@o da maldria varia
de acordo com a espécie de plasmddio, para o P. falciparum, é de 8 a 12 dias; para o P. vivax,
de 13 a 17 dias; e P. malariae, de 18 a 30 dias. (Brasil, 2009).

2.1. Periodos de transmissibilidade

O mosquito € infectado ao sugar o sangue de uma pessoa com gametdcitos de
Plasmodium circulantes. Os gametdcitos surgem na corrente sanguinea, em periodo que varia
de poucas horas para o P. vivax é de 7 a 12 dias para o P. falciparum. Para malaria por P.
falciparum, o individuo pode ser fonte de infec¢do por até 1 ano; P. vivax, até 3 anos; e P,
malariae, por mais de 3 anos, caso ndo seja adequadamente tratado (Brasil, 2009).

2.2. Sintomas da maldria.

A maldria € uma doenca que degrada o ser humano rapidamente com os sintomas de
febres ciclicas de 48 ou 72 h dependendo da espécie de Plasmodium infectador (glébulos
vermelhos sdo destruidos pelos esquizontes e merozoitos s@o libertados no sangue). Isso
ocorre em 3 fases:

(1) fase fria dura entre 15 mina 1 h

(2) fase quente dura entre 2-6 h. Estado febril de 40°C, convulsdes e dano cerebral
epitérmico. Possiveis efeitos de hipotensdo, tosse, dor de cabeca e costas, nduseas, dores
abdominais, vomitos, diarreia e estado de inconsciéncia.

(3) fase imida — baixa de febre e fadiga/sonoléncia

A febre é provocada pela producdo de fator de necrose tumoral-a (FNT-a) pelos
macrdfagos (glébulos brancos), que circulam no sangue. Esses danos causados no ser humano
podem levar & morte por complicacdes posteriores como doengas microvasculares, e efeitos

secundarios da maldria cerebral (Brasil, 2008).
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2.3. A maldria no mundo.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a transmissdo da maldria
ocorre em todas as seis regides do mundo (WHO, 2014). Globalmente, cerca de 3,2 bilhdes de
pessoas correm o risco de se infectar com a maldria, e 1,2 bilhdo estdo em alto risco (> 1 em
1.000 chances de contrair maldria em um ano). De acordo com as ultimas estimativas, 198
milhdes de casos de maldria ocorreram globalmente em 2013 (faixa de incerteza 124-283

milhdes) e a doenca levou a 584 mil mortes (intervalo de incerteza 367-755 mil) (Figura 1).

O fardo € mais pesado na Regido Africana da OMS. Estima-se que 90% de todas as
mortes nessa regdo ocorrem devido a maldria. Dessas mortes, 78% sdo de criancas com
menos de 5 anos de idade. Nessa regido, cerca de 40% das despesas com satde publica, sdo
com em decorréncia da maldria. No periodo de 2012 a 2013, houve uma pequena diminui¢ao
dos casos de infestagdo e mortalidade mundialmente, ja que em 2012 ocorreram 207 milhdes

de casos de infec¢do e 627 mil mortes (WHO, 2013).

Figura 1. Area de prevaléncia da maldria no mundo.
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Fonte: WHO, (2014).
2.3.1. A maldria no Brasil

No Brasil, trés espécies de parasitas estdo associadas a maldria em seres humanos: P.
vivax, P. falciparum e P. malariae. Os demais parasitas humanos nunca foram registrados por
transmissdo autoctone no Brasil, estando restrita a determinadas regides do continente

Africano e o sudeste da Asia (P cynomolgi e P. knowlesi) (Brasil, 2010). O foco de ocorréncia
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dos parasitas transmissores da malaria no Brasil estd na regido norte do pais como mostra a

Figura 2.

De acordo com a OMS (WHO, 2013), o Brasil € um dos paises que devem conseguir
reduzir em 75% os casos de maldria até o final de 2015. O pais € responsavel por 52% dos
casos da doenca e 59% das mortes registradas dessa doenca nas Américas. Por esse motivo
vem-se buscando novos avangos nas formas de prevencdo e tratamento desse parasita, que
aflige a populacdo da regido amazdnica. A doenca ocorre mais frequentemente em um
determinado periodo. Na Amazdnia Legal, a transmissdo € instdvel e geralmente em focos
isolados, alcancando picos principalmente apds o periodo chuvoso do ano (Xavier e Rebelo,

1999).

Figura 2. Areas de transmissdo da maldria no Brasil e paises Amazonicos.
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2.1.3. A malédria no Amazonas

Em 2010, no Estado do Amazonas, quinze municipios estavam entre oS que
contribuiram com 80% dos casos de maldria na Amazdnia Legal (Manaus, Sdo Gabriel da
Cachoeira, Eirunepé, Atalaia do Norte, Coari, Barcelos, Tabatinga, Manicoré, Tefé, Léabrea,

Borba, Tapaud, Rio Preto da Eva, Itacoatiara e Guajard) (Brasil, 2011).
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Houve diminuicdo de 28,3% do numero de casos de maléria por P. falciparum no
estado enquanto na Amazdnia Legal houve um decréscimo de 1,1%. A propor¢do de P,
falciparum no estado foi de 12,2% e nos 15 municipios acima mencionados de 11,8%.
Eirunepé, Barcelos, Atalaia do Norte, Borba e Sdo Gabriel da Cachoeira apresentaram
aumento de maldria por P. falciparum (Brasil, 2011). Em grande parte desses municipios, a
populacdo utiliza medicamentos retirados da floresta para o combate de algumas doengas
entre elas a maldria. Dentre as vdrias ervas utilizadas para o combate dessa doenca, as
principais plantas utilizadas sdo: boldo, figatil, quina, picdo, cip6-tuira, dentre outras (Reiners,

2010).

2.2. Desenvolvimento de drogas antimalaricas.

Durante um grande periodo de tempo, a civilizagdao vem desenvolvendo medicamentos
que ajudam no combate a maléria. Os primeiros registros de tratamento da maléria sdo do
periodo da Era Cristd. Os chineses ja tratavam a maladria com Ch‘ang shan, uma preparacio
que consistia na raiz pulverizada da planta Dichroa febrifuga, cujo principio ativo € o
alcaloide febrifugina (1, Figura 3), (Koepfly et al., 1947, 1949).

O uso da quina como febrifugo, foi observado entre os amerindios do Peru por volta
de 1600, e dai, foi levada por mercadores e jesuitas até a Europa. Sua eficdcia € indiscutivel,
como € até hoje. Porém, o contetido e principio ativo (quinina) variava de partida para partida
de casca em infusdo devido a existéncia de vdrias espécies e variedade da Cinchona. Em
consequéncia, as vezes o produto funcionava, as vezes ndo. Além disso, a quina foi usada no
principio contra todo tipo de febres e ela s6 funcionava contra a febre maldria. A variedade na
eficdcia da quina abriu a primeira brecha para o primeiro grande conflito: defensores versus
inimigos da quina (Camargo, 1995; Agosta, 1997). Em 1820, os quimicos franceses Pelletier e
Caventou isolaram a substincia ativa da casca da quina, o alcaldide quinina (2, Figura 3),
(Gomes, 1990).

O composto azul de metileno (4, Figura 4) foi utilizado em 1891 também para tratar a
maldria em dois pacientes infectados, que comprovou sua atividade. Tornou-se o primeiro
farmaco sintético usado no combate da maldria (Oliveira e Franca, 2011).

Em 1925, investigadores alemdes modificaram a estrutura do azul de metileno e
sintetizaram a pamaquina ou plasmoquina (5, Figura 4), sendo este o primeiro firmaco capaz
de prevenir recidivas da maldria vivax. Sete anos depois, em 1932, foi desenvolvida a
mepacrina (6, Figura 4), também designada atebrina ou quinacrina, ativa contra os estigios

sanguineos do P. falciparum (Greenwood, 1995 apud Karaman, 2013).
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Foi precisamente a partir da II Grande Guerra Mundial que surgiram os maiores
avancos na pesquisa e desenvolvimento de novas substincias ativas por parte das principais
poténcias econdmicas e militares da época como: cloroquina (7, Figura 4, Slater, 1993),
amodiaquina (8, Figura 4), primaquina (9, Figura 4), sufadoxina-e-pirimetamina (10, Figura
4). O desenvolvimento de drogas antimaldricas vem crescendo gradativamente. Na década de
70 em plena Guerra do Vietnam, o Departamento de Defesa Norte-Americano, também
através do Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR), concebeu a mefloquina (11,
figuras 4), um andlogo da quinina, para dar resposta a resisténcia do parasita aos farmacos
existentes na época (Vale et al., 2005).

Em 1972 foi isolado o sesquiterpeno artemisinina (3, Figura 3) a partir da Artemisia
annua. Essa planta ja era usada na China ha cerca de 2000 anos para o tratamento de febres
(Klayman, 1985). Muito embora a artemisinina seja utilizada clinicamente para o tratamento
da maldéria, o seu uso terapéutico é limitado devido a sua baixa solubilidade, tanto em dleo
quanto em Aagua. Assim, muitos derivados semi-sintéticos t€m sido desenvolvidos para
melhorar a eficiéncia e solubilidade como: artesunato (12, Figura 5), artemeter (13, Figura 5),
diidroartemisinina (14, Figura 5) e arte-éter (15, Figura 5) (Franco et al., 2009).

Figura 3. Drogas antimaldricas naturais.
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Figura 4. Drogas antimaldricas sintéticas.
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Figura 5. Drogas antimaldricas semi-sintéticas.
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A resisténcia aos antimaldricos tem sido documentada principalmente pelos parasitos
P. falciparum, P. malariae e P. vivax. O P. falciparum vem adquirindo resisténcia a todos os
antimaldricos utilizados atualmente como: amodiaquina (8), cloroquina (7), mefloquina (11),
quinina (2) e sulfadoxina-pirimetamina (10a, 10b) e, mais recentemente, a derivados de
artemisinina. As distribui¢des geograficas e as taxas de propagacdo da resisténcia variaram
consideravelmente (WHO, 2010).

A resisténcia do Plasmodium falciparum a cloroquina tornou-se o maior problema da
saide publica a nivel mundial. Os primeiros casos de resisténcia foram relatados em 1957 na
fronteira entre a Taildndia e o Camboja e na Colombia. Em 1978, foram encontrados pela
primeira vez casos de resisténcia na Africa e desde entdo, foi se espalhando por quase todo o
mundo. Em 1973, a Tailandia se tornou o primeiro pais a substituir a cloroquina (7) como
antimalarico de primeira linha. Mais tarde outros paises da Asia e América do Sul fizeram o
mesmo. Em 1993, Africa, comecando no Malawi, substituiu a cloroquina no tratamento de P
falciparum (Talisuna, 2004 apud Freitas, 2010; Bloland et al., 1998).

O P, vivax desenvolveu resisténcia rapidamente a sulfadoxina-pirimetamina (10a, 10b)
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em muitas dreas. A resisténcia desses parasitas a cloroquina estd limitada em grande parte para
a Indonésia, Papua Nova Guiné, Timor-Leste e outras partes da Oceania. Hd também relatos
sobre a resisténcia do P. vivax no Brasil e Peru. O P. vivax permanece sensivel a cloroquina na
maior parte do Sudeste da Asia, o subcontinente indiano, a peninsula coreana, Oriente Médio,
Africa do Nordeste e América do Sul e Central (WHO, 2010).

Inicialmente a maldria era tratada com derivados de artemisinina como tratamento
monoterdpicos, mas com o aumento de casos de resisténcia do parasita, muitos paises ja
eliminaram essa forma de tratamento, mas nao todos. Em dezembro de 2014, o marketing de
derivados da artemisinina como monoterdpicos foi permitido por apenas oito paises: Angola,
Cabo Verde, Colombia, Guiné Equatorial, Gambia, Sdo Tomé e Principe, Somadlia e
Suazilandia. Além disso, a partir de dezembro de 2014, 24 empresas farmacéuticas, metade
localizada na fndia, continuaram a comercializar monoterapias orais de artemisinina (WHO,
2014).

Atualmente, a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) recomenda o uso da terap€utica
de combinag@o baseada na artemisinina (artemisinin-based combination therapy, ACT) para
tratamento da maldria ndo-complicada em &reas de resisténcia a multiplos farmacos. A
artemisinina e os seus derivados artesunato (12), arteméter (13), diidroartemisinina (14)
produzem o rapido desaparecimento da parasitemia e a rapida resolugcdo da sintomatologia

(WHO, 2014).

Para evitar a resisténcia, a OMS recomenda as seguintes combina¢des: arteméter +
lumefantrina; artesunato + amodiaquina; artesunato + mefloquina; artesunato + sulfadoxina +
pirimetamina. Mesmo assim, apesar das alteracdes na sensibilidade do parasita a artemisinina
em alguns paises, os ACTs permaneceram geralmente clinica e parasitolégicamente eficazes.
A resisténcia do P. falciparum aos atuais medicamentos antimaléricos disponiveis (ACTs) tem
sido detectada em 4reas na fronteira do Camboja e Tailandia (WHO, 2014). Partindo destes
dados, tornaram-se necessdrios estudos continuos e investigativos com €nfase em possiveis
resisténcias a essas novas combinagdes de drogas ja que o parasita tem esse poder de se torna
resistente mediante aos tratamentos prolongados.

A resisténcia aos atuais antimaldricos preocupa os agentes de satde publica do mundo
todo. H4 necessidade urgente para a descoberta de novas classes de antimaldricos jamais
vistos pelos parasitas em clinicas, para contribuir com o controle e eventual erradicacio dessa
doenca.

Com o histdrico de grandes medicamentos antimaldricos vindo ou sintetizados a partir
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de protétipos de esqueletos de substancias isoladas de plantas utilizadas tradicionalmente
contra maldria, no presente estudo buscou-se no conhecimento popular uma das plantas
utilizadas contra a maldria que pertence a familia Convolvulaceae, para estudos da

composicdo e atividade antimalarica inéditos.

2.3. A familia Convolvulaceae

A familia Convolvulaceae, de acordo com Austin e Cavalcante (1982), possui larga
distribuicio mundial com numerosas espécies nos tropicos e pouquissimos nas zonas
temperadas, compreendendo 55 géneros, com 1930 espécies, com distribui¢io nos trépicos e
subtrépicos de todo o mundo (Figura 4).

Figura 6. Distribui¢cdo geografica da familia Convolvulaceae.

Fonte: Heywood (1993) apud, Michelin, (2004).

Ocorrem nessa familia ervas parasiticas e lianas herbaceas ou lenhosas, raramente
arvores ou arbustos. Suas folhas sdo alternadas simples. As flores sao hermafroditas, grandes
ou reduzidas, frequentemente com bricteas; tem cinco sépalas frequentemente desiguais e
cinco pétalas unidas. O fruto é geralmente uma cédpsula envolta por sépalas persistentes
(Ribeiro et al., 1999).

A familia Convolvulaceae possui um elevado niimero de espécies importantes na
inddstria alimenticia como por exemplo a batata-doce, Ipomoea batatas (L.) Poir., cujas
raizes sdo ricas em acgucar e substidncias mucilaginosas sendo bastante consumida na
alimentacdo doméstica. Muitas de suas espécies também sdo empregadas como forragem para
animais. Apresentam ainda potencial paisagistico devido as suas flores vistosas, grandes e de
variadas cores e com cdlice persistente. Outras s@o invasoras de culturas. Na inddstria
farmac€utica sdo extraidos produtos quimicos como ésteres e resinas com potencial
alelopatico de Merremia dissecta (Jacq.) Hall. f.; na medicina doméstica sdo bastante

utilizadas Ipomoea purga Hayne e Convolvulus scammonia L., pelo seu valor purgativo e
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lactescente (Leite, 2001).

Muitas classes de substincias ja foram isoladas da familia como mono, sesqui, di e
triterpenoides; substancias da rota do chiquimato: cumarinas, acido benzoico e derivados do
acido cindmico (Kim et al., 2008; Meira et al., 2008; Meira et al., 2012; Pareda-Miranda e
Bah, 2003, Modi et al., 2010), flavonoides: flavondis, chalconas, antrocianinas, flavonas e
flavononas (Ferraz et al., 2011, Sohail Akhtar et al., 2009, Mann et al., 1999, Gupta et al.,
2013, Kumar et al.,, 2010), xantonas: mangiferina, alcaloides: pirrolidina, tropanos,
calystegines, indolizidinas e ergolinas (Jenett-Siems et al., 1997, Griffin e Lin, 2000,
Schimming et al., 1998, Schimming et al., 2005), lignanas (Ferreira et al., 2006, Paska et al.,
1999).

Figura 7. Alguns terpenoides e cumarinas isolados da familia Convolvuldceae.
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Figura 8. Flavonoides e cromanos identificados em Convolvulaceae.
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Figura 9. Exemplos de alcal6ides e outras substincias isoladas da familia

Convolvulaceae.
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2.4. Estudos quimicos anteriores do género Bonamia.
Existem poucos dados sobre a composi¢do quimica de Bonamia spp. Torfem et al.,

(2000), em seu trabalho com Bonamia spectabilis de ocorréncia em Madagascar isolaram de
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partes aéreas, ligninas hexametoxilignanas (36 e 37) e sesquilignanas bonaspectina A-B (43,
45), bonaspectina C 4"-O-glicosideo (44), bonaspectina C e bonaspectina-D-4"-O-glicosideo e
as sesquineolignanas neobonaspectina A (46), neobonaspectina B (47), (Kraft et al., (2002),
trabalhando com a mesma espécies isolaram lignanas do tipo viroligina A (35),
hexametoxilignanas a e (36 e 37 respectivamente), e sesquilignanas do tipo bonaspectina E-
H (38-41, respectivamente), as substancias isoladas nesses dois trabalhos foram testados
contra o Plasmodium falciparum, sendo que o bonaspectina D 4" -O-glicosideo (42) exibiu
boa inibi¢do do parasita em concentracdes de 50 e 0,78 pg/mL. Ott et al., (2006), trabalhando

com essa espécie isolou bonabilina A (48) e monoterpenoide 3 a-aceloxitropano (49).

Figura 10. Substancias isoladas a partir de Bonamia spectabilis.
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Figura 11. Substancias isoladas a parti de Bonamia spectabilis.(continuagao).

O

Neobonaspectina A (46)

~o -

”I;* Y

™o 0 0 4
0 |

Neobonaspectina B (47)

o
o

Bonabilina A (48)

Bonabilina B (49)

2.5. Levantamento bibliografico sobre Bonamia ferruginea.

A planta Bonamia ferruginea é conhecida popularmente como cipd-tuira. Durante o
levantamento bibliografico, observou-se uma grande diversidade de nomes cientificos. Foram
encontradas 3 espécies conhecidas popularmente como cipé-tuira: Bignonia tuira Ried da
familia Bignoniaceae (Correa, 1984); Calycobolus ferrugineus Choisy da familia
Convolvulaceae (Revilla, 2002) e Bonamia ferruginea (Choisy) Hallier f. (Austin et al.,
1982).

Conforme Austin e Cavalcante, (1982) e Staples e Austin, (2009), Prevostea
ferruginea (Choisy) foi relatado pela primeira vez em 1825, C. ferrugineus em 1907 e B.
ferruginea em 1968. Austin et al., afirma que essas espécies sdo sinonimias. Talvez isso
ocorra porque a familia convolvuldcea tenha uma distribui¢do geografica cosmopolita. Tais

equivocos de sinonimia podem ser esclarecidos em sites como Reflora que possui uma vasta
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lista de espécies da flora Brasileira, bem como no W3-Tropicos (Missouri Botanical Garden)

(Mobot, 2015).

2.5.1. Descricdo botanica e uso medicinal de Bonamia ferruginea.

E uma trepadeira com folhas alternadas e comumente cordatas no contorno. Tem flores
bissexuais, caule fino, marrom-esverdeado, de toque aveludado. E espécie tropical de terra
firme, frequente em beiras de estrada e em cultivos (Pas et al., 2008). Esses dados corroboram
com os descrito por Dias et al., (2003), em exsicata encontrados no herbdrio do INPA com

depdsito de n°® 213346.

2.5.2. Distribui¢do Geogréfica.

A . ferruginea é endémica em todo Brasil, Austin et al., (1982).

2.5.3. Uso na cosmética.

A B. ferruginea é indicada como cosmético. E amplamente utilizada como ativador
celular, desintoxicante da pele e como fitoterdpico adstringente e tonico. E usada no
tratamento de ictericia, hepatite e leucorréia. Os chds sdo usados internamente e em

compressa. (Revilla, 2002).

2.5.4. Estudos quimicos anteriores de (Bonamia ferruginea)

Siani et al. (1996) estudaram a composi¢do quimica do cipd-tuira (Bonamia
ferrugineus). A extracdo foi realizada por maceracdo utilizando acetato de etila como
solvente. A cromatografia foi realizada com solvente CHCl3/C¢H 4 como eluente e CG-MS
como técnica de identificacdo. Foram encontrados derivados hidréxilados e metdxilados do
acido cindmico (49) e terpenoides. Em uma das amostras foi observada uma mistura dos
terpenos: lupeol (50), o-amirina (51), B-amirina (52), taraxerol (53), taraxasterol (54) e
glutinol (55).

Dias et al., (2003) realizou um estudo de iniciagdo cientifica no qual trabalhou na parte

fitoquimica e isolou a escopoletina (17) de B. ferruginea.
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Figura 12. Substancias identificadas de Bonamia ferruginea.
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Dentre as substancias identificadas nesta espécie, o lupeol (50) foi testado contra o
Plasmodium falciparum in vitro e inibiu em 49% o crescimento do parasita em uma

concentracdo de 50 pg/mL, essa inibicdo aumentou para o produto semi-sintético, o éter
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propargilico do lupeol (56). Assim para o derivado (56) obteve-se uma reducdo de 81% no
crescimento do P. falciparum in vitro em uma concentracdo de 50 pg/mL. Mesmo quando
testados em uma concentracio de 25 pg/mL o éter propargilico do lupeol (56) continua sendo
mais ativo que o lupeol (50) (Borgati, 2013).

Figura 13. Eter propargilico do lupeol.
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3. OBIJETIVO
3.1. Geral

Realizar um estudo da composi¢do quimica e atividade antimaldrica de Bonamia

ferruginea.

3.2. Especificos
Descobrir os extratos, fracdes e metabdlitos secundarios com atividade antimalérica in
Vitro € in vivo.

Contribuir para o conhecimento dos componentes quimicos de Bonamia ferruginea.

4. METODOLOGIA
4.1. Materiais e métodos
4.1.1. Equipamentos
Os seguintes aparelhos foram utilizados para a condugdo dos trabalhos.
Balanca analitica: Marca Master, modelo AY220, com limite mdximo de peso de 220 g
e minimo de 0,001 g.

Balanca semi-analitica: Marca Toledo, modelo ARC120, com limite de peso de 3100 g e
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minimo de 0,01 g.

Lampada de UV: Marca UVP, modelo CC-10 (ondas longas, 365 nm e ondas curtas, 254
nm).

Liofilizador: Marca Christ, Modelo ALPHA 2-4 LSC.

Moinho de facas: Marca Marconi, modelo MA 340.

Rotaevaporador: Marca Fisaton, modelo 804.

Banho de ultrassom: Marca Unique, modelo USC-1800A.

Espectrometro de RMN: Marca Bruker Ultrashield de 300 MHz.

Espectrometro de RMN: Marca Avance Bruker Ultrashield de 400 MHz. FIOCRUZ

Espectrometro de massas MicrOToF-QII, Marca Burker

Polarimetro Jasco P-1030. FIOCRUZ

4.2. Cromatografia
4.2.1. Cromatografia em Coluna (CC)

As colunas cromatogriaficas foram realizadas utilizando silicas de fase normal e
reversa (Merck), silica gel (0,063 - 0,200 mm), silica gel flash (0,040 - 0,063 mm) e RP-18
(0,040 - 0,063 mm).

Para as CCs foram utilizados trés procedimentos de eluentes mais ou menos
padronizadas variando apenas o volume de eluicdo.

Procedimento 1

O primeiro procedimento iniciou-se com um aumento de polaridade dos solventes
hexano 100%, seguida de C¢H;4/CHCI; (90:10), aumentando-se em 10% até CHCI; 100%.
Um gradiente analogo foi utilizado com CHCI3/AcOEt até 100% AcOEt e AcOEt/MeOH até
100% MeOH, variando-se o volume do eluente de 30 a 200 mL, dependendo do tamanho da
coluna/amostra.

Procedimento 2

O segundo procedimento iniciou-se com 100% hexano, depois usou-se C¢H4/CHCI3
(90:10), aumentando-se a polaridade de 10% em volumes sucessivos até a propor¢ao 50:50.
Em seguida a eluicao procedeu-se com variagdo de 20% de C¢H4/CHCI;, finalizando-se com
CHCI; 100%, variando-se o volume do eluente de 40 a 120 mL.

Procedimento 3

O terceiro procedimento foi realizado em CC de fase reversa onde iniciou-se a eluicdo
com H,O/MeOH na propor¢do de 90:10, em seguida, mudou-se para 70:30 e depois 50:50 em

incrementos de 60 mL.
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4.2.2. Cromatografia em camada delgada (CCD).

Foram utilizadas cromatoplacas de fase normal e reversa RP-18 da Merck 20 x 20 cm,
recortando-se placas até uma altura de 5 cm. Para as andlises de extrato, fragdes e reunido de
subfracoes cromatogréficas, as placas de CCD foram visualizadas em camara de luz UV nos
comprimentos de onda 254 e 365 nm e reveladas com solugdo de p-anisaldeido em

aquecimento a 100°C.

4.3. Métodos espectroscopicos
4.3.1. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear unidimensionais (1D) RMN 'H, RMN
3C, DEPT 135° ¢ DEPT 90° foram registrados utilizando o espectrometro Bruker, operando a
300 e 400 MHz e 75 e 100 MHz para as frequéncias de 'H e "°C, respectivamente. Também
foram registrados espectros de RMN bidimensionais (2D) de COSY, NOESY, HSQC e
HMBC, o equipamento pertencente a CA-LTQPN ( Central Analitica do Laboratério
Tematico de Quimica de Produtos Naturais- INPA). Os solventes deuterados para andlises

foram cloroférmio, acetona e dgua. Os deslocamentos quimicos foram registrados em ppm

().

4.3.2. Cromatografia liquida acoplada ao espectro de massa LC-MS.

Os cromatografico s foram gerados utilizando um LC-MS da Bruker, a fonte de
ionizagdo realizada em APCI e com detector micrOTOF-Q II. Foram utilizados os solventes
isopropanol, metanol e acetonitrila. Essa andlises forneceram as massas de alta resolucéo das
substancias. O programa de computado MASSYLINX, forneceu a massa tedrica, bem como
uma possivel formula molecular, com esses dados foi realizado a variagdo do fator de erro
para a referida formula. Também permite avaliar a pureza das substincias e a composi¢ao
quimica das misturas.

4.3.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE.

Foi utilizado sistema de cromatografia liquida da Shimadzu (VP), com duas bombas
LC-10AD, degaseificador DGU-14, injetor automatico SIL-10AD, forno de coluna CTO-10 e
detector por arranjo de fotodiodo SPD-M10A. Os dados foram obtidos por interface SCL-10a.
Aquisicdo de dados e controle foram pelo software Shimadzu CLASS-VP, versdo 6.13 SP2.

O cromatografico foi obtido utilizando o extrato AcOET, para comparar com o obtido

por Siani et al., (2006). A coluna utilizada foi uma RP-18 e 250-4,6 (5 um), com um fluxo de
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1 mL/min. A primeira corrida foi de 0 a 40 min com 25% de CH3CN/H,O + &4cido férmico
até pH = 2,7 , de 40 a 70 min com CH3CN 100% e de 70 a 75 min com 25% de CH3;CN/H,O

dcida novamente. A concentragio da amostra foi de 2 mg/mL.

4.4. Solventes
Os solventes utilizados esse trabalho foram de grau técnico sendo todos submetidos a

secagem com Na,SO, e destilacdo fracionada para assegurar sua pureza adequada.

4.5. Coleta e identificacdo de material

Os exemplares utilizados nas andlises quimicas foram coletados no mini-campus da
UFAM, atris do prédio de Ciéncias Agrarias (Mini-campus) e na EMBRAPA-AM, localizado
na Rodovia AM-10, km 29, S/N, Manaus AM. A primeira coleta foi realizada no dia 17 de
maio de 2013, pela manha com o auxilio do Prof. Dr. Francisco Célio Maia Chaves, onde o
material coletado foi retirado de dois exemplares e demarcado como ponto 1 e ponto 2, e as
localizagdes, realizadas em GPS respectivamente em S 2° 537 19,6 ©” W 59° 587 3,87 ¢ S 2°
537 22,4 77 W 59° 58 3,2”°. O terceiro ponto de coleta foi no mini campus do UFAM,
proximo a Faculdade de Ciéncias Agrdrias. A identificacdo botanica do material vegetal da
espécie coletada foi efetuada por meio de exsicata depositada no herbario de INPA com

numero de deposito 258.159 (coletor Chaves, F.C.M em 17 de maio de 2013).

4.6. Secagem e moagem do material.

As amostras de material vegetal foram separadas em folha e caule, e levadas secagem
em temperatura ambiente em estufa aberta por 24 horas. Posteriormente foram secadas em
estufa climatizada a uma temperatura de 45°C por 48 h totalizando assim 72 h de secagem.
Esta etapa foi realizada na EMBRAPA.

Apoés a secagem e moagem do material vegetal, iniciou-se a preparacdo das amostras.
Foi realizada a trituracio das folhas e haste em moinho elétrico. A higienizacdo do
instrumento foi realizada apds a moagem de cada espécie, a fim de evitar a contaminacio

entre as partes da planta.

4.7. Preparacio dos extratos
Trabalho realizado por Scudeller et al. (2009), no Parque do Jau, cita o cip6-tuira
como sendo umas das diversas plantas utilizadas pela populacio amazonense como

antimaldrica, onde as partes utilizadas sdo folhas e cascas pelo método de infusdo das duas
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partes junntas. Partindo desses dados foram realizadas trés extracdes.

4.7.1. Preparagio dos extratos por soxhlet

O primeiro método utilizado foi o de soxhlet (extracdo continua liquido-sélido). Para a
extragdo foram utilizados dgua, metanol e cloroférmio, para essa extragdo foi utilizado
material vegetal diferente. As extracdes foram realizadas todos com massa de 25 g de folha ou

caule (Tabela 1).

4.7.2. Infusdo.

Foram colocados 350 mL de &4gua em dois erlemmeyer (total 700 mL) e os
erlemmneyer foram levados a aquecer. Logo que alcancou o ponto de ebulicdo, foram
despejadas essas dgua sobre as massas de folha e caule (25 g cada), que estavam separadas em
dois becker, deixando-se tampada por 15 min. As misturas quentes foram filtradas em papel

de filtro. Os dados de extracdo estdo apresentados na Tabela 1.

4.7.3. Decocgao.

Foram colocados 25,0 g de cada parte da planta (caule e folha) aos 2 erlenmeyers de
500 mL, que continha as partes da planta, foram acrescentados 350 mL de 4dgua em cada
mistura, entdo essa mistura foi levada a ebulicio por 15 min, e em seguido houve a filtracéo a
quente. Os métodos de extracdo resultaram em 10 extratos, sendo 6 por soxhlet, 2 por infusio

e 2 por decocgdo, (Tabela 1).

4.8. Rotaevaporagdo

Todos os extratos do aparelho de soxhlet e solucdes resultando de decoccdo e infusdo
foram concentrados utilizando um rotaevaporador. Apds a evaporacdo dos extratos metandlico
e cloroférmico foram adicionados 30 mL de dgua para permitir seu congelamento no freezer e
posterior liofilizacéo.

Por questido de tempo e espaco no liofilizado optou-se por diminuir o volume dos
extratos aquosos. Nos extratos aquosos foram acrescidos 100 mL de etanol para auxiliar no
arraste de dgua e tornando mais facil a evaporacdo da dgua. No final, os extratos aquosos
ficaram com volume que variava de 20 a 25 mL. Todas as 10 amostras apds concentradas

foram congeladas a uma temperatura de -26°C e posteriormente liofilizadas.



Tabela 1. Rendimento e teor extrativo dos processos de extragdo de caule de B. ferruginea em CHCl;, MeOH e H,O.

Parte, Solventes, rendimento m (g), teor extrativo % e codigos

CHCI; (soxhlet) MeOH (soxhlet) H,O (soxhlet) H,O (infusio) H,O (decocc¢io)
Parte m (g) % Cad. m(g) % Céd. m (g) % Cod. m(g % Cad. m(g) % Cad.

Caule 0,17 0,68 CP,Cls 1,63 651 CPpMs 1,12 447 CPAs 1,16 463 CPAi 1,04 4,15 CPAc

folha 025 1,00 FpPCls 198 790 FPMs 206 822 FPAs 145 574 FP,Ai 1,35 539  FPAc

*Todas as extragdes foram feitas utilizando 25 g de material vegetal novo.

*# Cod.= codigo

Tabela 2. Rendimento e teor extrativo dos processos de extracdo de caule de B. ferruginea em hexano, DCM, CHCIl; e AcOE:t.
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Parte, Solventes, rendimento m (g), teor extrativo % e cddigos

Hexano (maceracao) DCM 1 (soxhlet) DCM 2 (soxhlet) CHCI; (soxhlet) AcOEt (soxhlet)
m(g) % Céd. m(g) % Cad. m(g) % Cad. m (g) % Céd. m(g) % Cad.

Caule 855 057 ECH 560 1,12 ECDCM-1 5,15 1,05 ECDCM-2 695 139 ECC 100 068 E.CA

*A extrag¢@o hexanica foi realizada com 1,5 kg.
*A extragdo com DCM foi realizada com 0,99 kg, do material vegetal vindo da extragdo com hexano.
*A extragdo com CHCl; foi realizada com 0,5 kg, do material vegetal vindo da extragdo com hexano.

*A extragdo com AcOEt foi realizada com 1,470 kg, material vegetal vindo das extragcdes anteriores.
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4.9. Testes bioldgicos

4.9.1. Testes antiplasmodicos in vitro.

A cepa multi-resistente K1 (MRA-159, MR4, ATCC Manassas Virginia) foi mantida
em cultivo continuo segundo o método de Trager e Jensen (1976), pela equipe do Prof. Dr.
Luiz Francisco Rocha e Silva. Para o micro teste foi utilizada uma parasitemia inicial de 1 —
2% e hematdcrito de 3%.

Preparagdo de amostra de extratos para testes.

Para os testes bioldgicos foram pesados duas vezes 1 mg de cada extrato. Os extratos
foram solubilizadas em DMSO na concentragdo estoque de 5 mg/mL, e posteriormente
diluidas em meio completo para obtengdo das concentragdes de teste (50 e 5 ug/mL).

Teste antimaldrico

O teste foi realizado como descrito por Andrade-Neto et al., (2007) e foram
executados pela equipe do Prof. Dr. Luiz Francisco Rocha e Silva. As diluicdes das amostras
foram aplicadas em pogos de micro-placa contendo hemécias parasitadas. Cada concentragio
foi testada em triplicata. A placa foi incubada por 48 h a 37°C. Ap6s a incubacdo, o contetido
dos pocos foi avaliado mediante microscopia dptica. A inibicdo do crescimento dos parasitos
foi determinada pela comparacdo com os controles de crescimento sem tratamento, segundo
férmula abaixo:

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

parasitemia do controle

4.9.2. Testes antiplasmddicos in vivo

O teste bioldgico in vitro serd realizado na Fundagdo de Medicina Tropical do
Amazonas sob a responsabilidade do Prof. Dr. Luiz Francisco Rocha e Silva e colaboradores,
o bioensaio serd realizado com camundongos albinos, onde os quais terdo suas massas entre
24 e 32 gramas. O indculo serd preparado com sangue de um camundongo infectado pelo P.
berghei, cuja parasitemia serd calculada, onde o sangue serd retirado da calda de um dos
camundongos, a partir disso serd preparada uma solu¢do com DMSO, a qual serd utilizada
como contaminante dos outros animais, apds 24 horas de contaminacio dar-se-a o inicio do
tratamento com as substancias isoladas ou semissintéticas, onde serd usada duas vias de
administracdo (oral e subcutinea). No quinto e sétimo dia serd realizado uma coleta do sangue

dos animais e realizada a analise por microscopia éptica.



45

4.10. Extracdo por maceragdo (desgraxificaco).

O extrato cloroférmico do caule (CP,Cls, Tabela 1) cuja preparagdo foi descrita na
pagina 42, continha quantidade significativa de substancias apolares de acordo com anélises
de CCD e RMN. Optou-se por realizar um processo de extragdo em hexano (maceracio). O
material foi colocado em dois erlenmeyers de 3 L e adicionado 2 L. de hexano e levado ao
banho de ultrassom (4 x 45 min, 40°C. Apos isso, foi filtrado em papel filtro e concentrado
em rotaevaporador com uma temperatura de banho de 50°C. Depois, foi colocado em banho
de areia por 72 h, para evaporacao do solvente, sendo que o frasco foi agitado vigorosamente
a cada 12 h e pesado a cada 12 h até que o peso do frasco tornasse constante. Apds secagem
dos extratos da 1* a 4* extragdo com hexano (maceragdo), com 1,5 kg de material vegetal seco
obteve-se um total de 8,55 g (0,57%) de extrato hexanico como demonstrado na tabela 1. A
partir dai o material vegetal foi deixado em bandejas a temperatura ambiente em capelas para
evaporacio do solvente residual.

4.11. Fracionamento do extrato hexanico do caule (E.H.C)

Uma porgdo (4 g) do E.H.C foi submetida a uma coluna cromatografica com o intuito
de isolara a substancia observada em CCD com Rf de 0,35 em CHCI3/CsHy4 (3:7), Rf de 0,40
em CHCI3/C¢Hy4 (3:7) e Rf de 0,45 em CHCl3/CgHi4 (4:6). A silica gel (200 g; 0,063-0,200
mm, Merck), foi ativada por 12 h em estufa climatizada a 100°C e depois foi empacotada (O x
h 4: 30 cm) utilizando hexano (C¢H,4). A eluicdo foi realizada com 200 mL, utilizando
procedimento 1 descrito na pagina 40. As 115 subfracdes foram reunidas conforme seus perfis

cromatograficos em 7 fracdes (Fluxograma 1), apds serem analisadas em CCD.

Fluxograma 1. Fracionamento cromatografico do extrato hexénico do caule (E.H.C).

4.12. Purificacdo da SFH-C,-C

Com uma por¢do (77 mg) da SFH-C;-C, foi realizada uma coluna cromatogréafica.
Uma coluna (® x h 1: 20 cm), foi empacotada com silica (39 g; 0,063-0,200 mm, Merck),

previamente ativada com hexano. A elui¢do foi feita com incrementos 30 mL de solvente nas

proporcdes descritas no procedimento lda pagina 40. O referido procedimento gerou 20
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subfracdes, que apds serem analisadas em CCD, foram reunidas conforme seus perfis
cromatograficas em 3 fracdes (Fluxograma 2).

Fluxograma 2. Fracionamento cromatografico da fracdo SFH-C;-C.

Gradiente CHCIl; em Cg Hy4 (0—100%)

Procedimento 1 da pagina 40.

SFH-Cy-A
29,5 mg
friedelina

A substancia SFH-C,-A isolada do E.H.C, caracterizou-se como um solido branco. Sua
solubilidade foi observada em CHCl;. Em CCD, apds revelacdo com anisaldeido e alguns
segundos de aquecimento muda-se a coloragdo amarelada a qual passa para cor lilds intensa,
com o eluente C¢H,;4/CHCI; na proporcdo de 7:3 com Ry de 0,35. Espectros de HRMS, RMN
1D e 2D foram obtidos (Anexos, 1-9).

A substincia SFH-C,-B isolada do E.H.C (Anexo 10) se apresentou como um sélido
cristalino branco amarelado. Exibe solubilidade em CHCl;. Ap6s revelacdo com anisaldeido e
aquecimento mostrou-se uma coloracdo de lilds intensa. Com o eluente C¢H;4/CHCI; na
proporcdo de 7:3 apresentou um Rg de 0,40. Espectros de HRMS, RMN 1D e 2D foram
obtidos (Anexos, 10-14).

4.13. Fracionamento da SFH-C;-B

A SFH-C,-B foi submetida a um fracionamento a fim de purificar mais. Uma coluna
(® x h 2,3: 30 cm) foi empacotada com silica flash (50 g; 0,040- 0,063 mm; previamente
ativada a 110°C por 12 h) em hexano. A eluicdo foi feita com incrementos de 60 mL de
solvente cada propor¢do descrita no procedimento 1 da pagina 40. Esse procedimento gerou
35 subfracdes que foram reunidas em 8 fragdes, baseando-se em seus perfis de CCD

(Fluxograma 3).
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Fluxograma 3. Fracionamento cromatografico da fracao SFH-C;-B.

4.14. Purificagdo da SFH-Cs-E

A subfracdo foi levada a outro fracionamento utilizando uma coluna com o didmetro
menor que a ultima (® x h 1: 25 cm), para purificar a substancia com Ry de 0,45 em
C6H,4/CHCl; (7:3). Para isso, a coluna foi empacotada em hexano com silica flash (30 g;
0,040- 0,063 mm) previamente ativada. A eluicdo foi realizada utilizando o procedimento 1
descrito na pagina 40, com incremento de solventes de 40 mL. Geraram-se 25 subfracdes que,
apods analisadas por CCD de fase normal, foram reunidas em 2 fracdes (Fluxograma 4).
Fluxograma 4. Fracionamento cromatografico da fracdo SFH-C;-E. Isolamento da fracdo

SFH-C4-A.

25 Subfragdes

A substancia SFH-C,- A isolada do E.H.C (anexo 15), caracterizou-se como um sélido
de cor branca. Apresentava solubilidade em CHCl;. Apds revelada com anisaldeido com
alguns segundos de aquecimento, a cor muda para cor lilds intensa. Com o eluente
C¢H,4/CHCI; na proporcao de 8:2 apresentava Rg de 0,45. Espectros de HRMS, RMN 1D e
2D foram obtidos (Anexos, 15-22).
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4.15. Nova extracdo

Em seguida o material vegetal macerado em hexano (MVMH) seco foi extraido com
CHCl; e DCM por soxhlet (Tabela 2; pag. 44). O material vegetal (1,5 kg) foi dividido em 3
partes, 2 de 500 g e uma de 490 g e levado separadamente a extracdo, a qual foi realizada em
3 x 6 h cada, sendo monitorada a cada 6 h por CCD em fase normal.

A primeira extracdo (500 g em 3 x 6 h) rendeu o extrato (E.C.DCM 1) e segunda
extracdo (490g com 3 x 6 h) rendeu o extrato (E.C.DCM 2), extraidos com diclorometano,
tabela 2. Na terceira parte o material vegetal (500g em 3x6h), foi extraido com CHCl;,
rendendo o extrato (E.C.C) (Tabela 2). Apds seco em banho de areia por 72 h. Ap6s andlises
dos extratos por CCD, resolveu-se uni-las por terem o mesmo perfil cromatografico. O extrato
clorado foi levado a secar em banho de areia, sendo agitado e pesado regularmente até que o
peso se tornasse constante, totalizando 17,7 g de extratos do caule extraido com clorados

(E.C.D.C) (Fluxograma 5).

Fluxograma 5. Extracdo a quente do material vegetal desgraxificado com solventes clorados.

- Material Vegetal Macerado em Hexano

DCM (3X 6 h) DCM (3 X 6h) CHCL; 3X 6 h)

1) Comparacgio dos perfis por CCD
2) Reunido
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4.16. Extracdo com AcOEt (E.C.A).

Ao término da extragdo com DCM e CHCl;, o material vegetal foi deixado na capela
por 96 h para evaporar os solventes. Esse material vegetal do caule previamente extraido com
hexano e extraido por clorados (MVCD-C) foi extraido a seguir com AcOEt. Para essa
finalidade, a massa total de 1.470 g foi dividido em 3 por¢des de 490 g, sendo extraido por 3
x 6 h em aparelho de soxhlet. No final da extragdo, os extratos foram reunidos e totalmente

evaporados, resultando em 10 g de E.C.A (Tabela 2).

4.17. Fracionamento por parti¢io liquido-liquido do extrato do caule extraido com clorados
(E.C.D-C)

O extrato E.C.D-C, foi dissolvido em 500 mL de MeOH/H,O (9:1), utilizando
ultrassom por 15 min. Depois a solucdo resultante foi colocada em funil de separagdo de 2 L e
em seguida foi adicionado hexano até o volume de fases atingir a propor¢do de 1:1. A mistura
foi agitada vigorosamente e deixado em repouso por 15 min até que se formou bifase. A fase
hexénica foi removida e o procedimento foi repetido por mais 3 vezes, monitoradas por CCD.
Em seguida esse mesmo processo foi repetido com cloroférmio e acetato de etila. Sempre ao
término de cada processo se ajustava a quantidade de dgua em metanol para 70:30, apds
extracdo com hexano e antes da extracdo com AcOEt.

Em seguida foi realizada a concentracdo das fracdes em rotaevaporador a uma
temperatura de banho de 50°C. No caso da fragdo hidroalcodlica, foi necessario realizar um
acréscimo de etanol até atingir a propor¢do de 3:1 EtOH/H,O, para auxiliar na evaporagéo de
dgua. Depois o extrato foi levado para o freezer (-26°C) para congelar, e em seguida liofilizar.
As demais fracdes, apds a concentracdo em rotaevaporador, foram levadas ao banho de areia
por 72 h para evaporar o solvente residual. Em seguida foram todas pesadas. Os pesos estdo

apresentados no fluxograma 6.
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Fluxograma 6. Parti¢do liquido liquido do extrato clorado

Dissolvido em MeOH/H20
Particdo liquido-liquido
Hexano

Cloroférmio

Acetato de etila

- ..

4.18. Fracionamento cromatografico da Fr.C.E.C

A Fr.C.E.C foi submetida a cromatografia em coluna (® x h = 4: 30 cm) utilizando
silica gel (200 g; 0,063-0,200 mm, Merck) previamente ativada e empacotada com hexano. A
eluicdo foi realizada com incrementos de eluentes de 200 mL. A eluicdo foi realizada
utilizando o procedimento 2 descrito na pagina 41. Foram coletadas 126 fracdes de 20 mL,

que foram reunidas em 6 fracdes baseando-se em andlises de CCD (Fluxograma 7).

Fluxograma 7. Fracionamento cromatografico da fragdo CHCls.

Gradiente de CHClsem CgHy4 (0—100%)
Gradiente de AcOEt em CHCl; (0—100%)
Gradiente de CH3;0H em CHCl; (0—100%)

e
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4.19. Fracionamento cromatografico da SFC-C,; -C

A SFC-C;-C (0,81g) apresentava uma mancha principal com impureza por CCD de
fase normal. Apés realizar CCD de fase reversa, observou-se que as substancias apolares
foram retidas. Assim foi feita uma coluna cromatografica (@ x h = 2,3: 25 cm) de fase reversa
Merck RP-18 (0,040- 0,063 mm). A eluicdo foi realizada com incrementos de eluente de 60
mL, utilizando o procedimento 3 descrito na pagina 42. Foram obtidas 15 fragdes que, apds
analisadas por CCD e confirmada a separac@o de substincias apolares, foram combinadas em

4 fracdes(Fluxograma 8).

Fluxograma 8. Fracionamento cromatografico da SFC-C;- C.

Gradiente de H,O em MeOH em 9:1
Gradiente de H,O em MeOH em 7:3
Gradiente de H,O em MeOH em 1:1

)

4.20. Purificacdo da SFC-C,-A

Ap6s analisadas as fracdes reunidas da coluna anterior (SFC-C,-A, 0,26 g) observou-
se uma mistura de metabdlitos secundarios. Em seguida, foi realizada uma coluna (120 g; @ x
h = 1: 35 cm) de silica flash previamente ativada. A coluna foi empacotada com hexano. A
eluicdo deu-se utilizando o procedimento 2 como descrito na pagina 41, com um volume total
de 30 mL por incrementos de eluentes. Foram recolhidas 45 fracdes que, apds analisadas por

CCD de fase normal, foram reunidas em 5 fracdes (Fluxograma 9).
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Fluxograma 9. Fracionamento cromatografico da SFC-C,—A.

Coluna cromatoarafica de fase normal

4.21. Purificagdo da fracdo SFC-C3-A

Apos analisadas as fracdes reunidas da coluna anterior SFC- C; - A (66 mg) observou-
se que ainda tinha mistura de substincias. Foi realizada uma coluna (® x h 1: 35 cm)
utilizando o procedimento 2 como descrito na pagina 42, em incrementos de eluentes de 30
mL. Foram recolhidas 24 subfracdes que apds analise por CCD foram reunidas em 3 fracdes
(Fluxograma 10).

Fluxograma 10. Fracionamento cromatografico da SFC- Cs -A.

CC de fase normal

A substincia SFC-C4-A isolada do E.C.D-C caracterizou-se como cristais com uma
coloracaolaranja escuro. Sua solubilidade foi observada em CHClj;, a qual apds revelada com
anisaldeido e aquecida, em poucos tempo desaparece a coloragdo amarelada da placa de CCD.
Ap6s o resfriamento da placa de CCD por algumas horas a coloragdo amarela torna-se visivel
novamente. Com o eluente CHCI; / AcOEt na proporcdo de 7:3 tem um Rg de 0,44. Apoés a

eluicdo, foi observado em UV com o comprimento de onda de 365 nm. Observou uma
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coloracdo azul intensa, que € uma caracteristica de cumarinas. Espectros de HRMS, RMN 1D

e 2D foram obtidos (Anexos, 23-29).

4.22. Purificacio da fragdo SFC-C4-C

Da coluna anterior, SFC-Cy4-C apresentava substancia de Ry préximo da substiancia em
SFC-C4-A. Experimentos com solventes revelaram o melhor sistema de eluente AcOEt/
CHCl; (10:90).

Em seguida, foi realizada coluna (® x h = 1: 35 cm) com o sistema de eluente acima,
utilizando incrementos de solventes de 30 mL. Foram obtidas 10 fragdes com
aproximadamente 20 mL cada. Essas fracdes foram reunidas em 3 apds analise em CCD

(Fluxograma 11).

Fluxograma 11. Fracionamento cromatografico da SFC- C4 -C

CC de fase normal

SFC-Cs—B
15 mg
isofraxidina

A substancia SFC-Cs—B caracterizou-se como cristais com uma coloracdo laranja

escuro. Sua solubilidade foi observada em CHCl;. Observou-se em CCD de fase normal
reveladas em p-anisaldeido uma coloracdo verde e com alguns segundos de aquecimento
aparece uma coloragdo escura. Com o eluente CHCl; / AcOEt na proporcdo de 9:1, tem um Rg

de 0,55. Espectros de HRMS, RMN 1D e 2D foram obtidos (Anexos, 30-35).

4.23. Fracionamento cromatografico do extrato em acetato de etila (E.C.A)
O extrato do caule em acetato de etila (10 g) foi submetido a coluna cromatografica (® x
h =4: 30 cm), utilizando silica gel (200 g, 0,063-0,200 mm, Merck). A coluna foi empacotada
com hexano. A elui¢do foi realizada conforme o procedimento 1 descrito na pagina 41, com
volumes de incrementos de eluentes de 200 mL. Ao término, foram coletadas 140 fracdes com
20 mL cada, e ap6s andlises por CCD foram reunidas em 10 fracdes com base em seus perfis

cromatograficos (Fluxograma 12).
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Fluxograma 12. Fracionamento cromatografico do extrato do caule em AcOEt (E.C.A) .

CCD de fase normal

Gradiente de CHClzem CgH 4 (0—100%)
Gradiente de AcOEt em CHCl; (0—100%)
Gradiente de CH3;0H em CHClI; (0—100%)

4.24. Purificagdo da fragdo SFE- C,— F

Andlise por CCD revelou mistura de substancias na SFE-C;-F. Essa amostra (0,22 g)
foi cromatografada em coluna (® x h = 1,9: 30 cm) de silica flash (0,040- 0,063 mm). O
processo de eluicdo foi o procedimento 2 descrito na pagina 37, com 40 mL sendo o volume

de incremento do solvente. Foram colhidas 30 subfracdes com 20 mL cada. Apés andlises por

CCD foram reunidas em 4 fracdes (Fluxograma 13).

Fluxograma 13. Fracionamento cromatografico da SFE- C; —-F

CC de fase normal
Gradiente AcOEt em CHCl3(0—100%)
Gradiente MeOH em AcOEt(0—100%)

=

A substancia SFE-C,—C caracterizou-se como um solido amorfo de coloragéo laranja

escuro. Sua solubilidade foi observada em MeOH. Observou-se em CCD de fase normal
reveladas em p-anisaldeido uma coloragdo lilds claro com alguns segundos de aquecimento a

100°C. Com o eluente AcOEt/CHCI; na proporcdo de 9:1, tem um Rg de 0,45. Espectros de



HRMS, RMN 1D e 2D foram obtidos (Anexos, 36-41).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES.

5.1. Teste in vitro para atividade antisplasmddica
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Os extratos de Bonamia ferruginea nao se mostraram ativos frente ao Plasmodium

falciparum. Para que fosse considerado ativo teria que ter um fator de inibicdo de crescimento

parasitaria igual ou maior que 80% (Tabela 3).

Tabela 3. Avaliag¢@o de inibicdo do crescimento in vitro da cepa K1 de P. falciparum

pelos extratos de Bonamia ferruginea.

_ Reducdo do
Solvente  Método Parte ngirg;go crescimento do parasito (%) Resultado
50 (ug/mL) 5 (ug/mL)
caule CP; Ai 0 0 I
H,O infusdo .
folha FP,Ai 13,3 0 I
caule CPMs 15 0 I
MeOH soxhlet
folha FP Ms 29,9 1 I
caule CP,Ac 9,8 0 |
H,O decoccdo
folha FP,Ac 8,8 0 I
folha FP,Cls 6,4 0 I
CHCL, soxhlet
caule CP,Cls 40,6 0 I
folha FP;As 0 0 I
H,O soxhlet
caule CP,As 7,7 0 I

*Como critério de atividade in vitro foi estabelecido que as amostras que inibirem o

crescimento dos parasitos de: 80 a 100% = ativas; 50 a 79% = parcialmente ativas; < 50% =

1nativa.

I= inativo

Com a obtengdo desses dados foi possivel direcionar os estudos fitoquimicos para o

extrato que deu uma melhor reducdo no crescimento do parasita que nesse trabalho foi o

extrato cloroférmico, com 40,6 % de inibicao a 50 (ug/mL).
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5.2. Testes in vivo.
No teste in vivo contra o Plasmodium berghei foram avaliados dois extratos FP,Ai e

FP;Ms. Ambos foram inativos contra o P. berghei.

5.3. Identificacdo das substancias isoladas do extrato E.H.C.
5.3.1. Identificagdo estrutural da SFH-C,-A.

O cromatograma de LC-HRMS apresentou um sinal com tempo de retencdo de 6.5
min. Esse sinal apresenta fon aduto m/z 427.3944 [M+H]", compativel com a férmula
molecular C3yH500, correspondente a um indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a
seis. Foi realizado o calculo de erro utilizando a m/z tedrica do fon aduto em m/z 427.3940
[M+H]", obtida através do software Masslynx. A formula abaixo mostra uma varia¢io de erro
de A= 0,93 ppm. Isso é um forte indicio da concordancia da m/z experimental e tedrica para a

formula C;30H;50O (Anexo 1).

Massa tedrica — massa experimental x10° ppm
Massa tedrica

Formula A=

Um outro pico em m/z 409,3831, indica a perda de uma molécula de dgua [M+H-H,O], o que
foi confirmado com os célculos utilizando a formula anterior e mostrou uma variagdo de fator
de erro de A= 0,73 ppm.

Analise do espectro de RMN de '"Hda SFH-C,-A.

O espectro RMN de hidrogénio apresentou sete singletos de metilas: oy 0,70(3H);
0,86(3H); 0,92(3H); 0,97(3H); 0,98(3H); 1,02(3H) e 1,15(3H) com a presenca de um dubletos
em Oy 0,84 (3H) (Anexo 2).

Analise do espectro de RMN de C®da SFH-C,-A.

O espectro de RMN de ch apresentou 30 sinais de carbono, sendo que mostrou um
sinal em dc¢ 6,8 ppm indicativo de um esqueleto friedelano (Anexo 4). A andlise do RMN para
a obtencdo do DEPT 135° e o DEPT 90°, apresentou 23 sinais de carbono, dos quais onze sdo
sinais de carbonos metilénicos (CH;), quatro de carbonos metinicos (CH) e oito carbonos
metinicos (CH3) (Anexos 4, 5 e 6; Tabela 4).

Uma busca na literatura de triterpenos revelou que SFH-C,-A apresentava dados de
RMN de lH, BC e LC-RHMS consistente com dados da literatura da friedelina (Aragdo, 1990
e Mahato e Kundu, 1994). Buscou-se confirmagdo da identidade dessa substancia utilizando

técnicas de RMN bidimensionais.
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Analise dos dados de HSQC da SFH-C,-A.

No anel A, exibiram-se correlagdes diretas entre o carbono 4 e o hidrogénio 6 2,22.
Nas posig¢des 5, 9, 13, 14, 17 e 20, nédo havia correlacdo com hidrogénios, corroborando com
os dados de Aragdo, (1990) e Mahato e Kundu (1994), que descrevem os mesmos como
carbonos quartendrios. O deslocamento quimico d¢ 213, 4 sugere a presengca de um carbono
carbonilico na estrutura o que corrobora com o sinal de Mahato e Kundu, (1994) (Anexo 4).
Analise dos dados de HMBC da SFH-C,-A.

As correlacdes observadas no HMBC estio resumidas na figura 12.

No diagrama de contorno do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear C-H
a longa distancia (HMBC) foram observadas os correlacdes heteronucleares entre os sinais
dos hidrogénios oy 0,86 da metila 23 com os carbonos d¢ 58,2 e 42,1, que correspondem aos
carbonos 4 e 5, respectivamente (Figura 15). Também correlagdes entre os hidrogénios oy
0,70 da metila 24 com os carbonos d¢ 58,2 e 42,1, que correspondem aos carbonos 4 e 5,
respectivamente. Foram observados os hidrogénios oy 0,84 da metila 25 correlacionando-se
com os carbonos dc 53,1 e 35,5, referentes aos carbonos 8 e 11, respectivamente. Os
hidrogé€nios oy 1,02 da metila 26 correlaciona-se com os carbonos d¢c 30,5; 39,7 e 42,7,
referentes aos carbonos 12, 13 e 18 respectivamente (Tabela 4).

Foram observadas correlagdes entre os sinais em oy 0,98 da metila 27 com os sinais
em Oc 39,7 e 32,4, referentes aos carbonos 13 e 15, respectivamente. Também foram
observados correlacdes entre os sinais em oy 1,15 da metila 28 com os sinais em d¢ 36,0;
30,0; 42,7 e 39,3, referente aos carbonos 16, 17, 18 e 22, respectivamente. Os sinais em dy
0,92 da metila 29 apresentaram apenas uma correlagdo com o sinal em ¢ 28,2 referente ao
carbono 20, que e quaternario de acordo com andlise dos DEPTSs. Isso corrobora com a
referida posicdo da metila 29, sendo que os hidrogé€nios oy 0,92 da metila 30 mostraram
correlagdo com os sinais de carbono em oc 28,2 e 35,3 referente ao carbono 19 e 20
respectivamente. O sinal em 6y 2,22 do carbono 4 correlaciona-se com os sinais de carbonos
em Oc 6,87; 14,7; 42,1 e 59,4, referentes aos carbonos 23, 24, 5 e 10, respectivamente (Figura
14 e 15, Anexo 8).
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Figura 14. Atribuicdes das correlagdes das metilas no HMBC da friedelina (SFH-C,- A).

Andlise do espectro de COSY.
Por se tratar de um triterpeno e as andlises terem sido realizadas em aparelho de RMN

de 300 MHz, ndo foi possivel observar todos os acoplamentos entre hidrogénios a curta
distancia, mas um acoplamento bem evidente foi observado entre os sinais de 6y 0,86 e 2,22,
referente aos hidrogénios da metila 23 e o hidrogénio do carbono 4 (Figura 14 e 16, Anexo
9).



59

Figura 15. Ampliacdo da regido de correlagcdo das metilas do espectro de HMBC da friedelina

(SFH-C»- A).
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Tabela 4. Dados extraidos dos espectros uni e bidimensionais da estrutura da freidelina (RMN-400 MHz/100 MHz; ppm;
CDCl3).

RMN de °C (8¢) Bidimencionais (3y) RMN de 'H (3y)

N° Observado Lit.* DEPT HSQC HMBC COSY Observado Lit.**
carbono

C-1 22,30 22,3 CH, 1,95 1,95 1,95 (m)

C-2 41,55 41,5 CH, 2,38 2,38

C-3 213,44 213,2

C+4 58,21 58,2 CH 2,22 0,86; 0,70 0,86 2,22 2,22 (m)

C-5 42,17 42,1 C 0,86; 0,70; 2,22

C-6 41,26 41,3 CH, 1,53 1,53

C-7 18,23 18,2 CH, 1,84 1,84

C-8 53,09 531 CH 1,39 0,84 1,39

C9 37,42 37,4 C

C-10 59,43 59,4 CH 1,54 2,22 1,54

C-11 35,5 35,6 CH, 1,55 0,84 1,55

C-12 30,51 30,5 CH, 1,31 1,02 1,31

C-13 39,68 39,1 C 0,98; 1,02

C-14 38,28 38,3 C

C-15 32,40 32,4 CH, 1,48 0,98 1,48

C-16 35,99 36,0 CH, 1.52 1,15 1.52

C-17 29,99 30,0 C 1,15




Tabela 4. Dados extraidos dos espectros uni e bidimensionais da estrutura da freidelina (RMN-400 MHz/100 MHz; ppm;

CDCIl3).(continuagio)

RMN de "°C (¢)

Bidimencionais (3y)

RMN de 'H (3p)

N° Observado Lit.* DEPT HSQC HMBC COSY Observado Lit.**
carbono

C-18 42,74 42,8 CH 1,56 1,15 1,56

C-19 35,34 35,3 CH, 1,21 0,92 1,21

C-20 28,18 28,1 C 0,92; 0,97

C-21 32,75 32,7 CH, 1,26 1,26

C-22 39,26 39,2 CH, 1,46 1,15 1,46

C-23 6,87 6,8 CH; 0,86 2,22 0,86 0,88

C-24 14,67 14,6 CH; 0,70 2,22 0,70 0,72

C-25 17,93 17.9 CH; 0,84 0,84 0,87

C-26 20,29 20,2 CH; 1,02 1,02 1,01

C-27 18,71 18,6 CH; 0,98 0,98 1,05

C-28 32,09 32,1 CH; 1,15 1,15 1,18

C-29 35,05 35,0 CH; 0,92 0,92 0,95

C-30 31,80 31,8 CH; 0,97 0,97 1,02

Lit* Muhato e KIndu, 1994.

Lit.** Liu et al., 2013.
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5.3.2. Elucidacio estrutural de SFH-C,- B

O cromatografico de LC-MS apresentou um pico tnico com 5,5 min de tempo de
retengdio, com o fon em m/z 427,4166 [M+H]" e outro fon mais intenso com m/z de 409,4071
o que foi inferido que poderia ser uma perda de dgua (Anexo 10). A partir desses dados foi
suposta a formula C30H50O. O programa Masslynx foi utilizado para calcular a m/z do ion
aduto [M+H]" (C30Hs5,0") e o fragmento [M+H-H,0]" (CsoHyo"). Os erros (A), foram,
respectivamente, 18,3 e 3,66 ppm o que estd dentro do aceitavel.

Andlise do espectro de RMN de 'H
No espectro de 'H, observaram-se sinais de oito singletos de metilas com

deslocamentos quimicos de: oy 0,83 (3H); 0,93 (3H); 0,97 (3H); 0,98 (3H); 1,02 (3H); 1,07
(3H); 1,12 (3H); 1,14 (3H) (Anexo 11). Levando em consideracdo a formula proveniente do
LC-HRMS, e os demais sinais no espectro de RMN de 1H, foram consistentes com um
triterpeno, com sinais em oy 3,47 € 5,62 consistente com dy de hidrogé€nio a de uma hidroxila.
Analise do espectro de "*C.

No espectro de "’C observaram-se sinais de 30 picos de carbono (Anexo 12),
consistentes com a estrutura de um triterpeno. No espectro, observaram-se dois picos bem
caracteristicos de dupla ligacdo em d¢ 122 e 141,6 (Anexo 12).

Andlise do espectro de HSQC.

No anel A, foi observado correlagdo entre o hidrogénio oy 3,46 (H-3) e o carbono dc¢
76 (C-3), esse deslocamento tanto de hidrogénio quanto de carbono na posi¢do 3, sdo
caracteristico de carbono hidroxilado (Anexo 13). As outras correlacdes estdo resumidas na
Tabela 5 e 6.

Analise do espectro de HMBC

As correlagdes das metilas auxiliaram nas suas atribui¢des. O sinal do hidrogénios oy
1,14 (H-23) correlacionam-se com os sinais dos carbonos d¢c 27,8, & 76, 40,8, 28,7 e 141,
correspondente aos carbonos nas posigdes, 3, 4, 24 e 5, respectivamente. Os hidrogénios oy
1,04 (H-24) correlacionam-se com os carbonos d¢ 76, 40,8, 141,6 e 25,3, correspondente aos
carbonos nas posigdes: 3, 4, 5 e 23, respectivamente. Os hidrogénios oy 0,85 (H-25)
correlacionam-se com os carbonos d¢ 47,4, 34,8 e 49,2, correspondentes aos carbonos nas
posigdes, 8, 9 e 10, respectivamente. Os sinais dos hidrogénios dy 1,09 (H-26), observou-se
correlacionando-se com os carbonos d¢ 47,4; 37,8 e 31,9, correspondente aos carbonos nas

posicdes, 8, 14 e 15, respectivamente (Figuras 17 e 18, Anexo 14).



Figura 17. Atribuicdes das correlagdes das metilas no HMBC do glutinol SFH-C,-B.
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Figura 18. Ampliagdo da regido de correlacdo das metilas 23, 23, 25 e 26, no espectro de

HMBC da SFH-C,-B.
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O sinal dos hidrogénios dy 1,00 (H-27) correlacionam-se com os sinas de carbonos d¢

30,4 e 42,8, correspondente aos carbonos nas posicdes 12 e 18, respectivamente. Os sinais de

dos hidrogénios dy 1,16 (H-28) correlaciona-se com os carbonos d¢ 38,5; 6 30,0 6 42,8 ¢ 6

38,9, correspondentes aos carbonos nas posicdes, 16, 17, 18 e 22, respectivamente (Tabela 6).

O sinal dos hidrogénios o6y 0,95 (H-30) correlaciona-se com os dos carbonos do¢ 35,0; 28,2 e

32,9, correspondente aos carbonos nas posicdes 19, 20 e 21, respectivamente. O sinal dos

hidrogénios 6y 0,95 (H-29) correlacionam-se com o sinal dos carbonos 6¢ 28,2; 32,9 e 34,5,

correspondente aos carbonos nas posi¢des, 20, 21 e 30, respectivamente (Figura 17 e 19,

Anexo 14 e Tabela 5 e 6).

Figura 19. Ampliacdo da regido de correlagdo das metilas 27, 28, 29 e 30 da SFH-C2-B.
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Ap6s analisar os dados dos espectros uni e bidimensionais anteriores e compararmos

nossos dados com os da literatura, podemos afirma que a substincia isolada do extrato

hexanico (E.H.C) é o glutinol (Anexos 10-15).



Tabela 5. Dados extraidos dos espectros uni e bidimensionais da estrutura do glutinol (RMN-400 MHz/100 MHz; ppm;
CDCI3).

RMN de "°C (5¢) Bidimencionais (5y) RMN de 'H (8y)

N° Observado Lit.* DEPT HSQC HMBC COSY Observado Lit.**
carbono

C-1 18,0 18,2 CH, 1,48 1,48

C-2 27,8 27,8 CH, 1,67 1,67

C-3 76,0 76,3 CH 3,46 1,14; 104 3,46 3.47

C-4 40,8 39,2 C 1,14; 104

C-5 141,0 141,6 C 1,14; 104

C-6 122,6 122,0 CH 5,62 5,62 5.63

C-7 23,7 23,6 CH, 1,85 1,85

C-8 47,4 49,6 CH 1,51 0,85; 1,09 1,51

C-9 34,8 34,8 C 0,85 -

C-10 49,2 47,4 CH 2,00 0,85 2,00

C-11 34,6 34,5 CH, 1,56 1,56

C-12 30,4 30,3 CH, 1,35 1,00 1,35

C-13 39,3 40,8 C

C-14 37,8 37,8 C 1,09

C-15 31,9 32,0 CH, 1,29 1,09 1,29

C-16 38,5 36,0 CH, 0,93 1,16 0,93

C-17 30,0 30,0 C 1,16




Tabela 6. Dados espectrais uni e bidimensionais de RMN do glutinol (RMN-400 MHz/100 MHz; ppm;
CDCl3).(continuacio)

RMN de °C (8¢) Bidimencionais (3y) RMN de 'H (3p)
N° Observado Lit.* DEPT HSQC HMBC COSY Observado Lit. **
carbono

C-18 42,8 43,0 CH 1,57 1,00; 1,16 1,57

C-19 35,0 35,0 CH, 1,35 0,99 1,35

C-20 28,2 28,2 C 0,99; 0,95

C-21 32,9 33,1 CH, 1,46 0,99; 0,95 1,46

C-22 38,9 38,9 CH, 0,89 1,16 0,89

C-23 25,3 28,9 CH; 1,14 1,14 1.14
C-24 28,7 25,4 CH; 1,04 1,04 1.04
C-25 16 16,1 CH; 0,85 0,85 0.85
C-26 19,4 19,6 CH; 1,09 1,09 1.09
C-27 18,2 18,4 CH; 1,00 1,00 1.00
C-28 32,2 32,3 CH; 1,16 1,16 1.16
C-29 35 34,4 CH; 0,99 0,99 0.99
C-30 34,5 32,1 CH; 0,95 0,99 0,95 0.95

Lit* Miranda et al., 2012.
Lit.**Zhong-Zhao et al., 2011.
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5.3.3. Elucidacao estrutural da SFH-C4- A.

Andlise do espectro de RMN de '"Hda SFH-C;- A.
O espectro de RMN de hidrogénio apresentou sete singletos: dy 0,70; 0,76; 0,80; 0,91;

0,94; 1,00; 1,65, que pelas integrais representam metilas. Apresentaram-se dois hidrogé€nios
vinilicos terminais em oy 4,56 e 4,68. O sinal em dy 3,19 (m) é caracteristico de hidrogénio

em posicao alfa de uma hidroxila (Anexo 17).

Analise do espectro de BC da SFH-C;- A.
O espectro RMN de "°C evidenciou a presenca de 30 sinais de carbono. No espectro de C"
apareceu deslocamento quimico em 6c 79,0 correspondente ao carbono caracteristico de
carbono hidroxilado. Em comparagdo dos dados obtidos no RMN de carbono e no DEPT 135°
e 90° observou a presenca de seis carbonos quaternarios (C), sete carbonos metilicos (CH3),
onze carbonos metilénicos (CH,) e seis carbonos metinicos (CH). No espectro de DEPT
observou-se a presenga de um CH, com deslocamento quimico ¢ 109 caracteristico de
carbono metilénico terminai e o deslocamento quimico em 6¢c 150 caracteristico de carbono
quaterndrio de dupla liga¢do o que corrobora com nossos dados de RMN de 'H (Anexos 18,
19e 20) (Tabela 7). Em comparacio dos dados de RMN com os da literatura permitiu inferir
que a substancia SFH-Cy4-A poderia ser o lupeol (Ogbole, et al., 2014; Noor et al., 2014). Para
confirmar a identidade, foram analisados os dados de RMN bidimensionais, que auxiliaram na
atribuicao dos sinais, bem como o cromatograma de HRMS.

O cromatograma de LC-MS apresentou um pico com tempo de reten¢do de 4,9 min.
Esse pico apresentou fon em m/z409,3907 [M+H]", compativel com a férmula molecular
C30Hs500, 0 que vem confirmar a perda de uma dgua do lupeol, correspondente a um indice de
deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a seis, para confirmar o calculo de erro (A), a massa
tedrica que foi obtida utilizando o Masslynx que gerou outro {on molecular ji com a perda da
dgua em m/z 409, 3913 [M+H], utilizando a formula abaixo obteve-se A= 1,47 ppm, uma

concordincia boa com a formula molecular C3,HsoO (Anexo 16).

Analise dos dados de HMBC da SFH-C;- A.
Virias correlagdes de 'H-">C foram observados no espectro de HMBC da SFH-C4-A

(Anexo 22). Na figura 18 estdo apresentados os dados de correlagdes e ampliagdes
provenientes do espectro de HMBC da SFH-Cy4-A. As correlagdes apresentadas nessa figura
estdo de acordo com os dados de RMN de 1H, RMN de 13C, DEPT, bem como os dados de
HSQC, HMBC e COSY (Anexos 16-23 Tabela 7, Figura 20, 21 e 22).
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Figura 20. Atribuicdes das correlagdes das metilas no HMBC do lupeol, (SFH-Cy4- A).

Figura 21. Ampliagdo da regido de correlagio do HMBC dos hidrogénios das metilas 23, 24,
25, e 26 do lupeol (SFH-C4- A).
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Figura 22. Ampliacdo da regido de correlagdo do HMBC dos hidrogénios das metilas 27, 28,
29, e 30 do lupeol (SFH-C4-A).
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Analise dos dados de COSY do lupeol (SFH-C4-A).

Apenas duas correlagdes foram observadas no COSY da SFH-C4-A, o hidrogénio oy

3,19 (H-3) com os hidrogénios oy 1,60 (H-2) e entre o hidrogénio 6y 0,70 (H-5) com o

hidrogénio 6y 1,39 (H-6) (Figura 23, Anexo 23).

Figura 23. Estrutura do anel A e B do lupeol e ampliagcdo da regido de acoplamento do

espectro de COSY (SFH-Cy- A).
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Todos os dados de RMN 1D e 2D e HRMS apontam para a identidade da SFH-C4- A

ser o lupeol (Venkatachalapathi, 2012 e Prakash et al., 2012).



Tabela 7. Dados extraidos dos espectros uni e bidimensionais da estrutura da lupeol (RMN-400 MHz/100 MHz; ppm; CDCls).

RMN de C (5¢)

Bidimencionais (8y)

RMN de 'H (8y)

N° Observado Lit.* DEPT HSQC HMBC COSY Observado Lit.**
carbono

C-1 38,7 38,7 CH, 0,90 0,90

C-2 27,4 27,4 CH, 1,60 3,19 1,60

C-3 79 79,0 CH 3,19 0,96; 0,74 3,19

C-4 38,8 38,9 C 0,96; 0,74

C-5 55,3 55,3 CH 0,68 0,96; 0,74, 0,33 1,39 0,68

C-6 18,3 18,3 CH, 1,39; 1,52 1,39; 1,52

C-7 34,3 34,3 CH, 1,39 1,39

C-8 40,8 40,8 C

C9 50,04 504 CH 1,25 0,83; 1,03 1,25

C-10 36,6 37,2 C 0,83

C-11 21,3 20,9 CH, 1,26 1,26

C-12 25,2 25,1 CH, 1,66 1,66

C-13 38,4 38,5 CH 1,65 1,65

C-14 42,8 42,8 C 1,03; 0,94

C-15 34,3 34,3 CH, 1,68 0,94 1,68

C-16 35,6 35,6 CH, 1,46 0,78 1,46

C-17 41,5 43,0 C 0,78

Lit* Ogbole, et al., 2014; Lit** Noor et al., 2014.
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Tabela 7 Dados extraidos dos espectros uni e bidimensionais da estrutura da lupeol (RMN-400 MHz/100 MHz; ppm;
CDCl3).(continuagdo)

RMN de °C (¢) Bidimencionais (3y) RMN de 'H (3p)

N° Observado Lit.* DEPT HSQC HMBC COSY Observado Lit.**
carbono

C-18 48,4 48,3 CH 1,37 1,37

C-19 47,9 48 CH 2,37 2,37; 0,78 2,37

C-20 150 151.0 C

C-21 29,6 29.8 CH, 1,25 1,25

C-22 40,0 40.0 CH, 1,38 1,38

C-23 27,9 28,0 CH; 0,96 0,96 0,96 1,00

C-24 15,5 154 CH; 0,74 0,74 0,77

C-25 16,1 16,1 CH; 0,83 0,83 0,90

C-26 16 16,0 CH; 1,03 1,03 1,04

C-27 14,6 14,5 CH; 0,94 0,94 0,93

C-28 18,04 18,0 CH3 0,78 0,78 0,85

C-29 19,3 19,3 CH3 1,67 4,56 1,67 1,65

C-30 109,2 109,3 CH2 4,56; 4,68 4,56; 4,68 4,54; 4,66

Lit* Ogbole, et al., 2014.
Lit** Noor et al., 2014.
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5.3.4. Elucidacio estrutural da SFC-Cy4-A.

O cromatografico de RHMS exibiu um pico com tempo de retencdo de 5 min e m/z
193,0498 [M+H]". O m/z condiz a formula C;,HgO,. Foi feito calculo no Masslynx para todos
os principais fons adutos dessa formula, 193,0498 [M+H]", 215,0314 [M+Na]", 407,0730
[Dimero+Na]+. Foram realizados os calculos da A do erro, com os resultados de A= 1,55, A=

2,79 e A= 3,19 ppm, respectivamente (Anexo 24).

Andlise dos espectros de RMN de 'He ®Cda SFC-C4-A.
O espectro de hidrogénio apresentou 5 picos sendo 3 singletos: com deslocamento

quimico em &y 3,96 (3H), na posicdo 0H 6,85 (1H), na posi¢do em oy 6,92 (1H), O espectro
apresentou 2 dubletos: na posi¢do oy 6,28 (1H; J =9 Hz), outra na posicéo 6y 7,56 (1H; /=9
Hz) ( Anexo 25, Tabela 8).

O espectro de carbono apresentou 10 picos (Anexo 26, Tabela 8). Esses dados foram
comparados aos adquiridos por Dias et al., (2003) para escopoletina (Figura 24) . Na época
restou duvidas se o caso de Dias et al. ndo se tratava da isoescopoletina (Figura 24), devido a
semelhanca de dados de RMN. No presente trabalho foram adquiridos dados de RMN em 2D,
para confirmar a identidade de SFC-C4-A.

Figura 24. Estruturas das possiveis cumarinas para a SFC-Cy4-A.

R=CH, , R'=H Escopoletina
R=H, R'=CH, Isoescopoletina

Espectros de RMN de 2D da cumarina SFC-C4-A.
As correlacdes observadas no HMBC da SFC-Cy4-A estao resumidas na Figura 25 as

ampliacdes das correlacdes estdo apresentadas na Figura 26 e Tabela 8, Anexo 28.
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Figura 25. Atribuicdes das correlagdes de HMBC (H), COSY (C) e NOESY (N) da SFC-C4-A

(escopoletina).
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Andlise do espectro de COSY da SFC-C,4-A (escopoletina).
No espectro obtido dessa substincia, foi obtido apenas uma correlacio entre os sinais

de hidrogénios na posicdo oy 6,28 (H-2) e 6y 7,56 (H-3) (Figura 25 Anexo 29).

Analise do espectro de NOESY da SFC-Cy4-A (escopoletina).

No espectro de NOESY mostra correlacdo entre hidrogénios a longa distancia pelo
espaco. O espectro de NOESY foi importante para a confirmacido da posi¢do da metoxila
evidéncia a identidade da SFC-Cy4-A ser a escopoletina. O espectro mostrou correlacdo entre
os hidrogénios oy 3,96, da metoxila e o hidrogénio oy 6,86 sendo o mesmo do anel aromatico

da posicao 5 (Figura 25 e 27, Anexo 30).

Figura 27. Ampliacdo do espectro de NOESY da SFC-C,4-A (escopoletina).
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Tabela 8. Dados espectrais para escopoletina (SFC-C4-A) (RMN-300 /75 MHz; CDCl5).

RMN de C (8¢) Bidimencionais (3y) RMN de 'H (3p)

Ne° Observado  Lit.* DEPT HSQC HMBC COSY  NOESY Observado ~ Lit.**
carbono

C-1 56,3 56.4 CH; 3,93 3,93 3.96

C-2 161,1  161.4 C 143,1

C-3 1133 1134 CH 6,24 7,56 6,24 6.27

C-4 143,1 1433 CH 7,56 6,83 7,56 7.60

C-5 1074  107.5 CH 6,83 7,56 3,93 6,83 6.85

C-6 143,8  144.0 C 3,93

C-7 144,0  149.7 C 6,89

C-8 103,7  103.2 CH 6,89 6,89 6.92

C-9 150,0  150.0 C 6,83; 7,56; 6,89

C-10 11,2 1115 C 6,24; 6,89

Lit** Kang., et al., 2014.
Lit* Terra et al., 2013.
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5.3.5. Elucidacao estrutural da SFC-Cs—B.

Antes do isolamento da SFC-Cs—B, essa substincia havia sido detectada em uma
mistura com escopoletina. A andlise de LC-HRMS dessa mistura revelou que a substancia
com tempo de retengiio de 5,3 min possuia m/z 223,0620 [M+H]" e 245,0437 [M+Na]", maior
que a da escopoletina (Secdo 5.4, Anexo 24). Desses dados pode-se inferir uma formula
molecular de C;;H;oOs (A[IM+H]" e [M+Na]", a variagiio de fator de erro deu A= 6,27 ¢ 4,48

ppm, respectivamente das razdes m/z (Anexo 31).

Analise do espectro de RMN de 'H e "°C da SFC-Cs-B.

O espectro de hidrogénio apresentou 5 picos, sendo 3 singletos: com deslocamento
quimico em 8y 3,92 (3H), éy 4,06 (3H) e oy 6,64 (1H). O espectro de RMN de 'H
apresentou dubletos em oy 6,26 (1H) e 6y 7,58 (1H). Esses dados evidenciam a presenga de
duas metoxilas na estrutura da SFC-Cs—B. No espectro de carbono, observou-se 11 picos, o
que corrobora com os dados de RMN de 'H quanto 2 presenca de duas metéxila (Tabela 9,
Anexos 32, 33e 34).

A andlise dos espectros de RMN da SFC-Cs-B revelou semelhanga com os dados da
cumarina escopoletina, com uma metoxila a mais (hidroxi-dimetoxi-cumarina). A priori
existem 12 isOmeros constitucionais com esses trés substituintes no anel aromadtico (A-D)
conforme Figura 28.

Figura 28. Possiveis estruturas para a cumarina isolada SFC- Cs —B.

R'= H, R?, R’>= Me
R’=H, R!, R’>=Me
R’=H, R!, R’>=Me

RO
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A anélise das correlagdes do espectro de HMBC da SFC-Cs—B estdo apresentadas nas

Figuras 29 e 30 e resumido na Tabela 9 (Anexo 35).

Figura 29. Estrutura da cumarina SFC-Cs-B.
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Os dados do espectro de HMBC foram consistentes com a ndo substituicao da posi¢do
5 do anel aromético (correlacio 3] entre g 7,58 (H-4, 1H) e 0 &¢ 103,2 (C-5) deixando 3

possiveis isdmeros constitucionais do tipo A identificado na figura 28.

Com a excecdo de uma correlacdo 2J entre 8y 6,26 (H-3) e 0 0c 160,7 (C-2), todas as
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demais correlagdes no HMBC foram interpretadas como sendo *J que levaram 2 atribuicdes

dos dados de RMN de 'H e *C dos niicleos aromdticos (Figura 29, Tabela 9).

Andlise do espectro de COSY (C) da SFC-Cs-B.
No espectro de COSY observou-se apenas uma correlacdo entre os sinais dos em dy

6,26 (H-3) e 6y 7,58 (H-4) (Figura31.Anexo 36).

Figura 31. Espectro de COSY da SFC- Cs —B.
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Analise do espectro de NOESY (N) da SFC-Cs—B.

No espectro de NOESY observou-se uma correlacdo que foi atribuida aos sinais dos
hidrogénios da metoxila em 6y 3,92 (H-1) e o H-5 (H; 6,64) (Figura 32) Com isso o conjunto
de dados de RMN de 1H, RMN de ' C, HMBC e COSY eram consistentes com a estrutura da

fraxidina ou isofraxidina (Figura 33).

Figura 32. Ampliacdo da regido de acoplamento da SFC- Cs -B.
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Figura 33. Estruturas da isofraxidina e fraxidina.

(0]
AN X
HO 0 0 (|) 0 0
OH
S
Isofraxidina Fraxidina

Esses isémeros ainda nio tinham sido relatados em Convolvulaceae, sendo relatado
apenas em planta da mesma ordem como Solanum indicum da familia Solanaceae (ordem
Solanales). Sdo relatados em vdrias outras familias. Esses isdmeros foram isolados em maior

frequéncia no género Artemisia, em 11 espécies da familia Asteraceae.

Figura 34. Estrutura da cumarina e atribui¢des de HMBC, COSY e NOESY da SFC-Cs-B.

A rigor, os dados de RMN da literatura estdo de acordo com a identidade de SFC-Cs—B
podendo ser a isofraxidina (Figura 34). Isso se baseia na suposi¢do de que no espectro de
HMBC nio hé acoplamento *J entre H-5 ¢ H-8, o que poderia levar a uma inversdo na
atribuicdo de C-7 e C-8 (e conclusdo de que a SFC-Cs—B tratar-se-ia da fraxidina).

Foram consultados dados de RMN da literatura da fraxidina e isofraxidina (Figura 33),
que estdo resumidas na tabela 9. Como se pode observar, os dados para SFC-Cs—B estido bem

consistentes com os dados para isofraxidina.
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Tabela 9. . Dados extraidos dos espectros uni e bidimensionais da estrutura da isofraxidina (RMN-300/75 MHz; CDCls).

RMN de C (8¢)

Bidimencionais (dy)

RMN de 'H (8y)

N° Observado Lit.*  Lit.** DEPT HSQC HMBC COSY NOESY Observado Lit.* Lit.**
carbono

C-1 56,5 56,4 55.9 CH; 3,92 6,64 3,92 3,94 s 3,71 s

C-2 160,7 160,6  160,1 C 6,26; 7,58

C-3 113,5 113,5 114,5 CH 6,26 7,58 6,26 6,28dJ=10 6,28d,J=10

C-4 143,9 143,8  144,6 CH 7,58 7,58 7,60dJ=10 7,83d,J=10

C-5 103,2 103,2  100,2 CH 6,64 5,58 6,64 6,66 s 6,74 s

C-6 144,6 144,6 1489 C 3,92

C-7 142,5 142,6  141,2 C 6,64

C-8 134,5 134,4 1382 C 4,06

C-9 143,06  143,0  140,3 C 7,58

C-10 111,2 11,2 114,2 C 6,26

C-11 61,6 61,6 60,5 CH; 4,06 4,06 4,09 s 3,79 s

Lit. S ¢ B Hy et al ., 2011. (400 MHz, CDCl5) Fraxidina.

Lit, € ¢ Hx Panichayupakaranan et al., 1995. (500 MHz, CDCl;) Isofraxidina.
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5.3.6. Elucidacao estrutural da SFE-C,—C.

O cromatografico de LC-HRMS mostrou pico cromatografico com tempo de retencio
de 0,5 min, que possuiam dois fon adutos com m/z137,0846 [M+H]" e 159,0682 [M+Na]".
Para essas massas foi inferida a formula CsH;,0,4. Com o auxilio do programa computacional
Masslynx, foi obtida a massa tedrica para ambos o picos e entdo realizado o calculo do erro
A. Para os dois picos, os valores de A foram 23,3 e 30 ppm, respectivamente.Esses valores s@o
altos mas aceitdveis para substincias jd conhecidas, contando ainda com outros dados
apresentados a seguir (Anexo 37).

Analise do espectro de 'H da (SFE- C, -C).

De acordo com os dados da tabela 12, o espectro de RMN de hidrogénio mostrou um
singleto em dy 1,21(s), esse deslocamento quimico tem caracteristica de metila (3H). Os
hidrogénios em oy 3,91 dd; 3,75 dd e 3,68 dd, o hidrogénio &y 3,65 apresentou-se como
tripleto e o hidrogé€nio dy 3,56 apresentou-se como um dubleto. Esses deslocamentos sio
caracteristicos de hidrogénios a de dlcoois alquilicos (Figura 35 ¢ Anexo 38). Os espectros de
C e DEPTSs confirmam a presenca de 5 carbonos nessa estrutura sendo um quaterndrio, dois
metilénicos, um metinico e um metilico (Tabela 11, Anexo 39). Os dados das correlagdes do
espectro de HSQC contido na tabela 11 corroboram com os dados de 1D (Tabela 10 e 11 e
Anexo 40).

Andlise do espectro de HMBC da SFE- C, —C.

Com os dados espectrais descritos anteriormente e com as correlacdes do HSQC e HMBC
descrito na tabela 11 (Anexo 40 e 41 e Figura 35 e 36), foi possivel inferir que uma estrutura

para a SFE- C,-C, como sendo o 2-C-metil-butano-1,2,3,4-tetrol.

Figura 35. Correlacdo do espectro de HMBC (H) e COSY (C) da (SFE- C,-C).




Figura 36. Ampliacdo da regido de correlacio no HMBC da SFE- C,-C.

83

[1-3, C-4

H-1, C-3

-

H-5.C-2

Espectro de COSY do 2-metil-butano-1,2,3,4-tetrol (SFE- C, —C).

4) (Figura 35 e 37, Anexo 42).

O espectro exibiu apenas uma correlacdo entre hidrogénios vizinhos, onde o sinal do
hidrogé€nio em 6y 3,75 (H-3) estd correlacionando com o sinal do hidrogénio em 6y 3,68 (H-

Figura 37. Ampliacdo do espectro de COSY do 2-C-metil-butano-1,2,3,4-tetrol (SFE-C, — C).




84

Existem 4 estereoisomeros do 2-C-metil-butano-1,2,3,4-tetrol conforme mostrado na
figura 36. De acordo com trabalhos consultados (Sakamoto et al., 2000; Sevenka et al., 2008)
é dificil distingui-los utilizando RMN de 'H, RMN de "C e polarimetria. Um método
conseguiu diferenciar os 4 estereoisdmeros por dicroismo circular (Moen et al., 2007).

Figura 38. Estruturas dos todos os isdmeros do 2-metil-butano-1,2,3,4-tetrol.

HO
H OH
2-C-meitl-D-eritritol

H,C OH

l,’
p OH
HO

H OH

2-C-meitl-D-treitol 2-C-meitl-L-treitol

Tabela 10. Dados comparativos entre os estereoisomeros 2-C-metil eritritol e o 2-C-

metil tetrol de Moen et al., (2007).

Teitrol Teitrol SFE-C,—C SFE-C,-C Eritritol Eritrito
N°. C/H
6(; 61-1 6(: 61{ 6C 6H
1 66,4 3,40-3,45 66,1 3,56-3,61 67,9 3,40-3,50
2 74,4 73,9 75,8
3 75,4 3,55 74,8 3,75 76,6 3,58
4 62,2 3,67-3,45 61,9 3,68-3,91 63,6 3,52-3,75

5 19,4 1,0 18,2 1,21 20 1,1




Tabela 11. Dados extraidos dos espectros uni e bidimensionais da estrutura da 2 metil-C- eritritol (RMN -300 MHz/75 MHz; ppm; CDCl3).

RMN de "C (8¢)

Bidimencionais (dy)

RMN de 'H (8y)

N° Observado Lit.*  DEPT HSQC HMBC COSY NOESY Observado Lit.*
carbono

C-1 66,1 67,9 CH, 3,56; 3,61 1,21 6,64 3,56; 3,61dd 3,40; 3,50 dd

C-2 73,9 75,8 C 1,21; 3,56; 3,61

C-3 74,8 76,6 CH, 3,75 3,68 3,68 3,75t 3,75t

C-4 61,9 63,9 CH 3,68; 3,91 3,75 3,68; 3,91 dd 3,58;3,52dd

C-5 18,2 20 CH3 1,21 3,75; 3,56; 3,61 1,21 s I,1s

Lit*. Moen, et al., 2007.
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do caule de Bonamia ferruginea (cipo-tuira) levou ao isolamento
de trés classes de substincias. Do extrato hexanico foram isolados os triterpenos lupeol,
friedelina e glutinol. Do extrato cloroférmico foram isoladas duas cumarinas, a escopoletina e
a isofraxidina. Do extrato acetato de etila foi isolado o hemiterpeno 2-C-metil eritritol. Os
extratos cloroférmicos, metandlicos e aquosos, feitos em soxhlet e extratos aquosos feitos por
infusio e decoc¢do ndo se mostraram ativos contra o Plasmodium falciparum no teste in vitro.
Os extratos metandlico e aquoso ndo foram ativos contra o Plasmodium berghei em testes in
vivo.

O presente trabalho foi de grande relevancia, pois contribuiu para o conhecimento da
composicdo quimica desse género e espécie. Ha poucos trabalhos na literatura sobre o género
Bonamia. Sobre a espécie B. ferruginea, existiam relatos da presenca de escopoletina (Dias et
al., (2002) e da deteccdo de alguns triterpeno e outras substincias ndo isolados (Siani et al.,
2006).

Cabe ainda uma investigacdo mais aprofundada dessa planta ja que a populacio
ribeirinha se utiliza do cha dessa planta para tratamento da maléria, podendo a mesma, néo

agir diretamente no parasita, mas na recuperacdo hepatica do paciente.
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Anexo 18. Espectro de RMN de BCdo lupeol (SFH-C4- A) em CDCl; (300 MHz).
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Anexo 19. Espectro de DEPT 90° do lupeol (SFH-C4- A) em CDCI; (300 MHz).
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Anexo 20. Espectro de DEPT135° do lupeol (SFH-C4- A) em CDCl; (300 MHz).
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Anexo 21. Espectro de correlacio 'H-">C HSQC do lupeol (SFH-C4- A) em CDCl; (*C:75 e 'H:300 MHz).
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Anexo 22. Espectro de correlacao 'H-3C HMBC do lupeol (SFH-C4- A) em CDCls (13C:75 e 'H:300 MHz).
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Anexo 23. Espectro de correlagdo em 2D "H-"H COSY do lupeol (SFH-Cy4- A) em CDCl; (300 MHz).
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Anexo 24. LC-HRMS da escopoletina (SFC-C4- A) em metanol.
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Anexo 25. Espectro de RMN de 'H da escopoletina (SFC-C4- A) em CDCl; (300 MHz).
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Anexo 26. Espectro de RMN de BC da escopoletina (SFC-C4- A) em CDCI; (300 MHz).
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Anexo 27. Espectro de correlacdo "H-13C HSQC da escopoletina (SFC-C4- A) em CDCl; (*C:75 e 'H:300 MHz).

120



121

=
-
—
£

L
5

g

=]

-
-
Lh

=
]
=

-
I
Lh

"]
2

BN EEL M1
S O 150 200 Mk
= 5

-
i
LA

E
2

=
Lh

ey "El

- L L
=] LA =]

-
Lh

7.5 T.0 6.5 LN ] 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm

Anexo 28. Espectro de correlacao 'H-3C HMBC da escopoletina (SFC-C4- A) em CDCl; (13C:75 e '"H:300 MHz).
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Anexo 29. Espectro de correlagdo 'H-"H COSY da escopoletina (SFC-C4-A) em CDCl;3 (300 MHz).
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Anexo 30. Espectro de correlacao 'H-'H NOESY da escopoletina (SFC-C4- A) em CDCl; (300 MHz).
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Anexo 31. LC-HRMS da isofraxidina (SFC- Cs -B) em metanol.
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Anexo 32. Espectro de RMN de 'H da isofraxidina (SFC- Cs —-B) em CDCl; (300 MHz).
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Anexo 33. Espectro de RMN de 13C da isofraxidina (SFC- Cs —B) em CDCl5 (300 MHz).
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Anexo 34. Espectro de correlacio 'H-">C HSQC da isofraxidina (SFC- Cs —B) em CDCl; (°C:75 ¢ 'H:300 MHz).
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Anexo 35. Espectro de correlacio 'H-"*C HMBC da isofraxidina (SFC- Cs —B) em CDCl; (13C:75 e 'H:300 MHz).
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Anexo 36. Espectro de correlagdo "H-"H COSY da isofraxidina (SFC- Cs —B) em CDCl; (300 MHz).
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Anexo 37. LC-HRMS do 2-C-metil-eritritol (SFC- Cs —B) em acido férmico.

130



350

37

75
1536
1210

157

e

Anexo 38. Espectro de RMN de 'H do 2-C-metil-eritritol (SFC- Cs—B) em CDCls (300 MHz).

i

O cadLTaR
P
(= e P
Laabocer g dorbgs Tl e e
D rrica-cie Produt s haloras

CrETent Data Pasume e ms

P ME Edizom SCPLT
EXPHNO 1
PROCNC 1

F2 - Acguisiiion Paramebers
1, M 800 3D

Thme 2L

NS TRLUM FOUR IER 300

FRINEHIY 5 mm UL 1301
PLALPROG pIE
E 5

LE 5] 353

SOV ENT (s mikc)
NS 1

s 2

EWH BT Fie
FEIRES O iS00 He
Ay T TITLURD soc
Ky Tl Y

I 163 340 e
1€ 1000 wec

T 0K

1> 1 OO0 s
TIx 1

e e e LA PUNEZL. T e e
S0 SO0 EP1200E MELr
KNLAE 1H

1 3% usec
PFLWI 20 DOO0000 W
F2 - PTo<e ssin g Parime wers
51 =]

S5F J0a 1S 0N MFRe
W E

558 o

LB 0360 Bir

L]

P 100

i)
1= E%ﬂ

131



132

o o= =+ i ()

== = £ =

oG o — oo =

- =) —_ e

== = L= L= —

\/ |

[
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
03 o0 85 0 75 70 65 &l 55 50} 45 40 35 ) 25 210 15 10 PR

Anexo 39. Espectro de RMN de BC do 2-C-metil-eritritol (SFC- Cs —B) em CDCl; (300 MHz).
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Anexo 40. Espectro de correlacio 'H-">C, HSQC do 2-C-metil-eritritol (SFC-Cs-B) em CDCl; (**C:75 e 'H:300 MHz).
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Anexo 41. Espectro de correlacao '"H-1*C, HMBC do2-C-metil-eritritol (SFC-Cs-B) em CDCI3 (13C:75 e 'H:300 MHz).
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Anexo 42. Espectro de correlacao
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'H-"H, COSY do 2-C-metil-eritritol (SFC-Cs-B) em CDCI3 (300 MHz).
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