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A0S meus pais,

pelo apoio, paciéncia,
compreensao, amor,
vida.



Depois de um tempo vocé aprende a diferenca entre dar a méo e
acorrentar a alma. E vocé aprende que amar ndo significa apoiar-se, e que
companhia nem sempre significa seguranca. E comeca a aprender que beijos nédo
sdo contratos e presentes ndo sdo promessas. E comeca a aceitar suas derrotas
com a cabeca erguida e olhos adiante, com a graca de um adulto e ndo com a
tristeza de uma crianca. E aprender a construir todas as suas estradas no hoje,
porque o terreno do amanhd é incerto demais para os planos, e o futuro tem o
costume de cair em meio ao vao.

(...) E aprende que ndo importa o quanto vocé se importe, algumas pessoas
ndo se importam. E aceita que ndo importa quao boa seja uma pessoa; ela vai feri-
lo de vez em quando e vocé precisa perdoa-la por isso. Aprende que falar pode
aliviar dores emocionais. Descobre que se leva anos para se construir confianca e
apenas segundos para destrui-la, e que vocé pode fazer coisas em um instante,
das quais se arrependera pelo resto da vida. E que bons amigos sdo a familia que
nos permitem escolher. Aprende que ndo temos que mudar de amigos se
compreendemos que os amigos mudam; percebe que seu melhor amigo e vocé
podem fazer alguma coisa, ou nada, e ter bons momentos juntos.

(...) Comeca a aprender que ndo deve se comparar com 0s outros, mas com o
melhor que vocé pode ser. Descobre que se leva muito tempo para se tornar a
pessoa que se quer ser, e que o tempo é curto. Aprende que ndo importa onde ja
chegou, mas onde esté indo; mas se vocé ndo sabe para onde esta indo, qualquer
lugar serve. Aprende que ou vocé controla seus atos ou eles o controlaréo, e que
ser flexivel ndo significa ser fraco ou ndo ter responsabilidade, pois ndo importa
quao delicada e fragil seja uma situacado, sempre existem dois lados.

(...) Aprende que maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncia
gue se teve e 0 que vocé aprendeu com elas do que com quantos aniversarios vocé

celebrou. Aprende que ha mais de seus pais em vocé do que vocé supunha.



Aprende que nunca se deve dizer a uma crianca que sonhos sdo bobagens; poucas
coisas sdo tdo humilhantes e seria uma tragédia se ela acreditasse nisso.
Aprende que quando estd com raiva tem o direito de estar com raiva, mas isso
ndo lhe da o direito de ser cruel. Descobre que s6 porque alguém ndo o ama do
jeito que vocé quer que ame nao significa que esse alguém ndo o ama com tudo
gue pode, pois existem pessoas que nos amam, mas simplesmente ndo sabem
demonstrar ou viver isso. Aprende que nem sempre é suficiente ser perdoado por
alguém; algumas vezes vocé tem que aprender a perdoar-se. Aprende que com a
mesma severidade com que julga, vocé sera em algum momento condenado.
Aprende que ndo importa em quantos pedacos seu coracdo foi partido; o mundo
ndo para que vocé conserte. Aprende que o tempo ndo € algo que possa voltar
para tras.

Portanto, plante seu jardim e decore sua alma, ao invés de esperar que
alguém Ihe traga flores. E vocé aprende que realmente pode suportar, que
realmente é forte e que pode ir muito mais longe depois de pensar que nao se
pode mais. E que realmente a vida tem valor e que vocé tem valor diante da viva.

Nossas dadivas sédo traidoras e nos fazem perder o bem que poderiamos

conquistar, se ndo fosse o medo de tentar.

William Shakespeare
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Resumo

Cordia curassavica (Jacg.) Roem. & Schult (erva-baleeira) é uma espécie
caracteristica da restinga litoranea, onde se emprega o extrato alcodlico das partes
aéreas desta planta para uso externo contra reumatismo. O objetivo deste trabalho
foi isolar substancia(s) ativa(s) de Cordia curassavica, monitorando-se as fracdes
pelo ensaio de letalidade para larvas de Artemia salina. Foram testados extratos
preparados com varios solventes e plantas de varias procedéncias, optando-se por
investigar o extrato éter de petroleo (EP) de material coletado na Praia do Campeche
(Florianopolis — SC). O extrato EP foi fracionado por cromatografia em coluna sobre
gel de silica (CCSi) ou Sephadex LH-20 (CSLH20), além de cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP) sobre gel de silica impregnada com AgNOs.
Para esta ultima foram testadas diversas metodologias. As fracdes obtidas de cada
procedimento cromatografico foram analisadas por CCD utilizando vanilina sulftrica
como revelador cromatografico e avaliadas quanto a letalidade para larvas de
Artemia salina, utilizando-se a metodologia descrita por Meyer et al. (1982) e analise
estatistica pelo teste de Qui-quadrado, com a correcdo de Yates (tabela 2x2). A
sequéncia do fracionamento e isolamento foi feita com as fragbes que apresentaram
indice de letalidade mais alto. Foi isolada uma substancia (1,7 mg) nomeada Ccl,
que apresentou 87% de letalidade na concentracdo de 3 pg/mL (x> = 14,94 , o =
0,01). A elucidacao estrutural foi obtida pela analise dos espectros de ressonancia
magnética nuclear (RMN) em CDCl; (500 MHz): **C-RMN, DEPT, H-RMN, COSY,
HMQC e HMBC, bem como pela comparagdo com dados de H-RMN da literatura. A
estrutura para Ccl proposta foi do alcool sesquiterpénico 2,3-di-hidrofarnesol, sendo

esse 0 primeiro relato da presenca deste composto no género Cordia.

Palavras-chave: Cordia curassavica, Artemia salina, nitrato de prata



Abstract

Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult (“erva-baleeira”) grows as a shrub in the
marine coasts from Santa Catarina (Brazil) until Central America. The alcoholic
extract of this plant is employed topically against rheumatic diseases. The object of
this project was the fractionation of Cordia curassavica’s extract bioguided with the
brine shrimp assay in order to isolate potentially active compounds. The preliminary
tests were made with extracts of plant material from different origins and in many
solvents. The petrol extract of leaves collected at Campeche’s Beach (Florianopolis,
SC) was elected to the phytochemical investigation. The concentrated extract was
chromatographed on columns with silica (CCSi) or Sephadex LH-20 (CSLH20)
besides preparative thin layer chromatography; in this way different methods of silica
impregnation with silver nitrate were tested. The obtained fractions were analysed by
TLC and brine shrimp assay. The isolation process followed with the most active
fractions. The active compound (Ccl) isolated (1,7 mg) was identified through NMR
spectra in CDCl; 500 MHz (**C-RMN, DEPT, H-RMN, COSY, HMQC and HMBC)
and comparison with literature data as being the sesquiterpenic alcohol 2,3-
dihydrofarnesol. This substance showed a lethality index of 87% at the concentration
of 3 ug/mL (x* = 14,94 , o = 0,01) and it was reported by the first time in the genus
Cordia.

Key words: Cordia curassavica, Artemia salina, dihydrofarnesol
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas no combate a estados patoldgicos data de milénios.
Desde a existéncia da vida na Terra houve enfermidades e a tentativa de cura,
mesmo que inconscientemente. Se considerarmos que 0S animais silvestres sao
capazes de distinguir as plantas em espécies alimentares e espécies toxicas e que
em relacdo a isto raramente se enganam, a observacdao do comportamento desses
animais e o estudo das espécies consumidas representaram e podem representar
uma importante fonte de informagdo sobre o potencial terapéutico dos vegetais
(FOYE et al., 1995).

Uma lenda chinesa muito antiga (aproximadamente 4 séculos a.C.) sobre a
descoberta de Radix notoginseng pode retratar um pouco disso. Havia um agricultor
gue ha tempos tentava matar uma cobra, a qual se alimentava sempre de um
arbusto e, no dia seguinte, parecia estar totalmente recuperada dos golpes sofridos.
Um dia, o filho do agricultor chegou gravemente ferido da guerra com 0os mongois e
o senhor deu-lhe para beber uma xicara com o cha daquela planta que a cobra
costumava comer. No dia seguinte, o filho do agricultor estava curado. Pai e filho
levaram a erva milagrosa aos soldados do Imperador, que também se recuperaram
rapidamente dos ferimentos. Assim, 0s chineses expulsaram os mongois e o senhor
e seu filho foram recompensados com mil moedas de ouro. Este episodio teria
iniciado o uso de Radix notoginseng na China como cicatrizante e hemostatico
(BATSARIS, 1995).

A fitoterapia € amplamente utilizada na China. Em um livro muito conhecido
chamado Matéria Médica do Marido Divino (SHEN NONG BEN CAO JING) sao
descritas 364 preparacdes usadas medicinalmente, destas, 252 do reino vegetal, 67
do reino animal e 45 do reino mineral. Todas sdo avaliadas quanto as suas
propriedades medicinais, dose, efeito, indicacdes e forma de preparacdo. E um dos
primeiros livros médicos conhecidos no mundo. O material foi compilado por
médicos e ndo ha referéncia a origem do material e nem guem coordenou o
trabalho. Sabe-se apenas que ele foi compilado em torno de 100 a.C., sendo depois
revisto por Tao Hong Jin (452-536 d.C.), médico das dinastias do Sul e do Norte

(BATSARIS, 1995).
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Assim como na China, o0 uso das plantas no resto do mundo vem desde a
origem do ser humano. Nao apenas os indios, ou aborigenes de terras distantes,
mas também nos e nossos antecedentes utilizamos/utilizam alguma espécie vegetal
na tentativa de cura de alguma doenca especifica. A medicina popular, tanto antiga
como moderna, tem sido fonte de muitas das terapias utilizadas atualmente. Alguns
dos produtos obtidos a partir de plantas, atualmente utilizados na sua forma natural
ou como derivados, foram descobertos a partir destas informacdes.

Talvez o primeiro uso medicinal descrito de uma planta foi da erva chamada *
Ma Huang “, uma espécie de Ephedra usada na China ha mais de 5000 anos. O
principal constituinte desta planta € a efedrina, que tem sido utilizado com sucesso
no tratamento de bronquite asmatica, febre do feno e outras condi¢cdes alérgicas.
Esta substancia foi isolada em 1887 e foi introduzida na medicina ocidental em torno
de 1925 por K.K.Chen da Companhia Eli Lilly. Atualmente, a principal aplicacdo da
efedrina, assim como de outros alcaléides da Ephedra, é em antitussigenos e
descongestionantes orais utilizados em resfriados comuns (FOYE et al., 1995).

Outra substancia que ainda tem muita utilizacdo nos dias atuais € a morfina,
extraida a partir do 6pio (latex seco dos frutos de Papaver somniferum, a papoula).
Ela é um potente analgésico, utilizado em dor intensas, largamente empregado em
pacientes em estagio terminal de cancer. Os antigos egipcios eram grandes
conhecedores das propriedades de “produzir sono” do 6pio. Sydenham, um notavel
médico do século XVII e fundador do método clinico, declarou que “Without opium |
would not care to practice medicine” (FOYE et al., 1995).

O primeiro antimalarico conhecido, a quinina, foi também advindo do uso
popular de plantas. O uso de quinina na Europa comecou no século XVII, apos os
Incas do Peru informarem aos jesuitas espanhdis sobre as propriedades
antimalaricas das cascas de uma arvore das montanhas, a qual eles chamavam de
quinquina. A casca, quando preparada em solucdo aquosa, era capaz de curar a
maioria das formas de maléaria. A planta foi listada na London Pharmacopoeia de
1677. Um de seus alcaldides, a quinina, foi isolado em 1820, sendo esta uma
substancia bastante amarga, que tem sido utilizada desde entdo por milhGes de
pessoas gque sofrem com a malaria. Mais recentemente, ela tem sido utilizada no

combate a cepas de P. falciparum cloroquina-resistentes (FOYE et al., 1995).
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Além destas substancias, pode-se citar inUmeras outras, como o taxol, obtido
das cascas de Taxus brevifolia e a camptotecina das cascas de Camptotheca
acuminata, da qual sdo obtidos derivados semi-sintéticos, utilizados no tratamento
de alguns tipos de cancer (HELDT, 1997).

Estes sdo apenas alguns exemplos de uma vasta lista de medicamentos

empregados atualmente e que foram descobertos a partir de plantas.

1.1. Familia BORAGINACEAE - Género Cordia

A familia Boraginaceae € conhecida taxonomicamente pela presenca de
naftoquinonas e benzoquinonas (FALKENBERG, 2001), possivelmente comandada
pela expressdo génica que da origem as enzimas necessarias ao processo de
biossintese de tais substancias. Esta familia possui cerca de 100 géneros e 2000
espécies distribuidas por todo o mundo, especialmente em regides tropicais, sendo
gue o género Cordia L. é o melhor representado no Brasil (AKISUE et al., 1983).

A partir das sementes de Cordia obliqua ja foram isolados a-amirina, betulina,
actacosanol, lupeol-3-ramnosideo, [3-sitosterol, B—sitosterol-3-glucosideo,
hentricontanol, hentriacontano, taxifolina-3, 5-diramnosideo e hesperetina-7-
ramnosideo (AGNIHOTRI et al.,1997).

Das folhas de Cordia alliodora, uma arvore tropical que exala pronunciado
cheiro de alho (PIO CORREA, 1986), foram isolados, dentre outros compostos, seis
triterpendides repelentes de formigas (CHEN et al., 1983).

Em Cordia eucalyculata Vell., foi determinada a presenca de alantoina no
extrato etandlico e tritiacontano a partir do extrato hexanico (SAITO et al., 1985).
Dentre outras substancias, cinco compostos derivados da geranil-hidroquinona
foram isolados da Cordia elaesagnoides (MANNERS, 1983).

Cordia spinescens € arbusto nativo de bosques Umidos do Oeste e Sul do
México até Venezuela e Peru. Infusbes das raizes e folhas desta planta séo
utilizadas pelos indios do Noroeste da Venezuela no combate a febre e dores de
cabeca (MORTON,1981). As cascas do caule pulverizadas sdo também utilizadas

como cicatrizante. A partir do extrato metandlico de suas folhas, NAKAMURA e
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colaboradores (1997) isolaram dois triterpenos do tipo damarano. O extrato aquoso
das folhas deste arbusto demonstrou ser um potente inibidor da transcriptase
reversa do HIV (LIM et al., 1997).

Extratos de Cordia salicifolia foram avaliados em relacdo ao virus herpes
simplex tipo |. Foi testado o extrato parcialmente purificado a partir do extrato
etandlico das folhas e ramos, o qual demonstrou potente atividade anti-herpética in
vitro (HAYASHI et al., 1990).

Um arbusto largamente distribuido na América Central e do Sul € a Cordia
linnaei. O decocto das suas folhas € usado na Costa Rica para o tratamento de
febres e problemas hepaticos. A partir do extrato diclorometano das raizes do
arbusto foram isoladas trés naftoquinonas meroterpendides inéditas e uma
naftoquinona meroterpendide ja conhecida (Cordiaquinona B). As atividades das
naftoquinonas contra Cladosporium cucumerinum e Candida albicans foram
similares aquelas apresentadas pela nistatina (IOSET et al., 1997).

Quatro naftoquinonas meroterpendides foram isoladas das raizes de Cordia
corymbosa, popularmente conhecida como “Maria-Preta”. As cordiaquinonas A e B
tém esqueleto atipico para o género Cordia, pois possuem 21 atomos de carbono e
a parte terpendide de ambas é rearranjada, sendo que as cordiaquinonas C e D tém
esqueletos sesquiterpendides ndo rearranjados, 0os quais podem ser considerados
0S precursores biogenéticos dos analogos A e B (BIEBER et al., 1990).
Cordiaquinonas A e B foram testadas para atividade antimicrobiana, citotdxica e
inibicdo tumoral, sendo que apenas fungos fitopatogénicos foram inibidos por tais
substancias. Ambas substancias exibiram atividade citotoxica contra células KB, e
cordiaquinona B foi cerca de 10 vezes mais potente que a A. Entretanto, em testes
antitumorais in vivo, usando sarcoma 180 e carcinoma solido de Ehrlich em ratos foi
constatado efeito inibitério apenas para A, mas a concentra¢gdes muito proximas
daquela que provocou toxicidade aguda. Cordiaguinonas A e B provavelmente nao
sdo compostos interessantes para posterior screening anticancer, mas
evidentemente outros analogos naturais ou sintéticos podem apresentar maiores
razdes de inibicdo ou menor toxicidade (DA SILVA FILHO et al., 1993).
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1.2. Cordia curassavica (Jacg.) Roem. & Schult

A Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult é um arbusto, medindo até 2,5
m de altura por 10 cm de diametro na base, provido de muitos ramos. Os ramos
menores podem ser glabros, pulverulentos ou pubescentes. Possuem coloragao
pardo-amarronzada e s&o providos de lenticelas pequenas de 1 mm de
comprimento, aproximadamente, possuidoras de forma circular com pequena
depressado central. Pequenas cicatrizes salientes, lembrando aculeos, podem ser
observadas em caules finos. As folhas sdo sésseis ou subsésseis de forma
lanceolada e oblongolanceolada, providas de apice agudo e base atenuada. A
margem das folhas é denteada e a sua superficie é verde-escura e aspera, ao passo
que a inferior € branca e tomentosa. Medem cerca de 5 a 14 cm de comprimento por
1,5 a 4 cm de largura. As flores sdo reunidas em inflorescéncias do tipo espiga,
longo pedunculadas, densas e as vezes laxas préximo a base, medindo 2 a 8 cm
longos. O célice é séssil pubescente campanulado medindo 2,5 a 3,5 mm de
comprimento e provido de lobos triangulares. A corola é branca campanulada,
medindo 5 a 7 mm de comprimento, provida de lobos curtos e arredondados. Os
estames, em numero de cinco sao livres, exclusos e providos de base de filetes
pilosos. O gineceu é constituido de ovario bicarpelar supero, possuidor de estilete
terminal encimado por estigma dividido caracteristicamente. O fruto é subgloboso
drupaceo de coloracdo vermelha quando maduro. A planta possui cheiro forte e
caracteristico (AKISUE et al., 1983).
Segundo PIO CORREA (1986), “o arbusto fornece madeira de pequenas dimensdes,
resistente e nodosa, aproveitavel para construcao civil, obras internas ou expostas,
marcenaria e carpintaria. As folhas tém aroma forte e desagradavel, passando por
Uteis contra tumores e Ulceras de mau carater’. As partes aéreas deste vegetal,
especialmente as folhas, sdo empregadas popularmente no litoral, principalmente
dos Estados de S&o Paulo, Parana e Santa Catarina, na elaboracdo de um extrato
alcoolico para friccionar as partes do corpo atacadas pelo reumatismo. Utiliza-se
ainda o decocto obtido pela fervura das folhas em agua, adicionada de pequena
quantidade de alcool, em banhos, no tratamento de dores dos membros (AKISUE et

al.,1983). O extrato das folhas € também utilizado na medicina popular
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como antiinflamatério e cicatrizante, acreditando-se também exercer efeitos
benéficos no trato gastrointestinal (SERTIE et al., 1990).

Cordia curassavica tem como sinonimia cientifica: Cordia verbenacea DC,
Cordia salicina DC, Cordia curassavica auctt. bras. Ex Fresen, Cordia cylindristachia
auctt. bras. Ex Fresen, Lithocardium fresenii Kuntze, Lithocardium salicinum Kuntze
e Lithocardium verbaceum Kuntze.

E popularmente conhecida por: erva-balieira, erva-baleeira, salicilina, salicina,
caraminha, caramoneira-do-brejo, balieira-branca e catinga-preta, balieira-cambara,
camaradinha. Os dois Ultimos nomes citados podem gerar a confuséo levando a ser
empregadas certas espécies de Lippia L. e de Lantana L. (AKISUE et.al., 1983). A

maioria dos artigos encontrados refere-se a espécie como C. verbenacea.

Figura 1: Foto de Cordia curassavica destacando as inflorescéncias em espiga.
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Figura 2: Foto de Cordia curassavica destacando a superficie folhar.

LINS e colaboradores, em 1980, isolaram do extrato etandlico da erva-balieira
B-sitosterol e duas flavonas, 5,6’-di-hidroxi-3,3’,4',6,7-pentametéxi-flavona e 5-
hidroxi-3,6,7,3",4’-pentametéxi-flavona (AKISUE et al., 1983). Esta ultima, conhecida
como artemetina, ja havia sido isolada a partir de Artemisia arborescens e Artemisia
absinthium, Compositae (VELDE et al.,, 1982). No ano seguinte, ZELNIK e
colaboradores confirmaram a presenca destas duas flavonas em Cordia curassavica
e isolaram um triterpeno do tipo damarano (AKISUE et al., 1983). Em 1982, VALDE
e colaboradores, a partir do extrato acetdnico das folhas, isolaram e elucidaram a
estrutura das duas flavonas citadas anteriormente e de dois novos triterpenos com
esqueleto tipo damarano, ambos com um grupo hemiacetal fazendo ponte no anel A,
um grupo hidroxila em C-11 e dupla ligacdo entre C-20 e C-22. Tais compostos
foram denominados de cordialina A [24,25-epoxi-11a-hidroxidamar-20(22)-en-23-
ona 3,19-Hemiacetal] e cordialina B [damar-20(22)-en-11a-24,25-triol-3,19-
Hemiacetal].

Em 1983, AKISUE e colaboradores fizeram a caracterizacdo farmacogndéstica
de Cordia curassavica e de sua tintura, com material proveniente do Municipio de
Itanhaém, S&o Paulo. Em seus experimentos obtiveram um teor de 6leo essencial de

1,1% (v/m), enquanto que PANIZZA relata um rendimento de 0,5 a 1%. AKISUE e
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colaboradores descreveram também um sistema cromatografico com
multidesenvolvimento que utiliza gel de silica GF,s4 como adsorvente, benzeno como
primeiro eluente seguido por hexano/acetato de etila (1:4), como sendo o melhor
testado por eles para caracterizacdo da tintura. Com o auxilio de padrbes, pode-se
caracterizar a presenca de artemetina, cordialina A e cordialina B.

Alguns testes foram realizados no intuito de avaliar as atividades biologicas
dos extratos da erva-balieira e da artemetina, composto previamente isolado da
planta. Extratos hidroalcodlicos (70%) brutos liofilizados, feitos com as folhas frescas
da planta, foram avaliados em varios modelos animais, sendo testadas tanto a
administracdo topica quanto oral. No ensaio do granuloma induzido por “pellets” de
algoddao implantados subcutaneamente, a administracdo topica do extrato
demonstrou efeito inibitorio de 28,1% e 16,6% por via oral (BASILE et al., 1989;
SERTIE et al., 1988), sendo que as maiores doses administradas (2,79 e 4,18
mg/kg) topicamente foram mais efetivas que o piroxicam (4 mg/kg) na reducédo do
granuloma (BASILE et al., 1989).

No teste de edema induzido pela nistatina, a administragéo oral do extrato em
ratos produziu um efeito inibitério significativo, mas menor que o observado com a
administracdo de indometacina (5 mg/kg) (SERTIE et al., 1991). No ensaio de
dermatite induzida por 6leo de Croton tiglium L. em ratos, na dose de 0,09 mg/orelha
o extrato foi mais efetivo ao inibir a resposta inflamatéria que o naproxeno na dose
de 1,0 mg/orelha (SERTIE et al., 1991).

O extrato também foi avaliado quanto a sua gastrotoxicidade, considerando
que a maioria dos farmacos antiinflamatérios comuns tém o potencial de gerar
lesbes. A combinacdo das ac¢des antiinflamatéria e antiulcerogénica foi encontrada
para o extrato bruto liofilizado de Cordia curassavica. Este parece exercer um efeito
protetor importante na mucosa gastrica. Em comparacdo com piroxicam e acido
acetilsalicilico, o extrato apresentou reducéo significativa no numero de lesdes
gastricas. (SERTIE et al., 1991)

SERTIE e colaboradores (1990) testaram também a atividade antiinflamatéria e a
toxicidade sub-aguda da artemetina, que demonstrou significativa atividade
antiinflamatoria usando varios modelos experimentais em ratos. A flavona inibiu
significativamente o edema de pata induzido pela carragenina, com a administracéo

oral de doses de 30,4 a 153,9 mg/kg. Porém, se comparadas as doses
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administradas per os e a porcentagem de inibicdo do granuloma do extrato bruto
(1,24 mg/kg, com 16,4% de inibicdo 4° dia) e da artemetina (67,07 mg/kg, com
13,7% de inibicdo 6° dia) no ensaio do granuloma induzido por “pellets” de algodao
(SERTIE et al., 1988; SERTIE et al., 1990), pode-se sugerir que o efeito
antiinflamatorio da Cordia curassavica ndo deve estar associado apenas a
artemetina.

Eventuais efeitos toxicos hematoldgicos do extrato hidroalcodlico das folhas
de Cordia curassavica foram também avaliados em ratos, apdés 30 dias de
administracdo per o0s. Sob as condicdes experimentais utilizadas nédo houve
alteracdes dos parametros séricos e nem da funcéo cardiaca, sugerindo a auséncia
de efeitos toxicos (OLIVEIRA et al., 1998).

IOSET e colaboradores (2000) isolaram quatro naftoquinonas dos extratos
diclorometanicos das raizes de Cordia curassavica, cordiquinonas A e B, ja
conhecidas, e duas naftoquinonas meroterpendides inéditas, cordiaquinonas J e K.
Todas demonstraram atividade antifungica contra Cladosporium cucumerinum,

Candida albicans e toxicidade para larvas do mosquito Aedes aegypti.

1.3. Bioensaio utilizando larvas de Artemia salina

Compostos bioativos sdo quase sempre toxicos em altas doses. Desta
maneira, a avaliacdo da letalidade em um organismo animal simples pode ser usado
para um monitoramento simples e rapido durante o fracionamento de extratos de
plantas. Os cistos de Artemia salina sédo de baixo custo e facilmente encontrados no
comércio além de permanecerem viaveis por anos no estado seco (MEYER et al.,
1982).

As larvas de Artemia salina ja foram utilizadas em varios sistemas de
bioensaios, como para analise de residuos de pesticidas, micotoxinas, anestésicos,
toxinas de dinoflagelados, compostos relacionados a morfina, toxicidade de
dispersantes de Oleos, e de ésteres de forbol carcinogénicos. Para explorar a gama
de produtos naturais que poderiam ser detectados por este bioensaio, foram
testados extratos etandlicos das sementes de 41 espécies de Euphorbiaceae,
familia conhecida por conter compostos toxicos de diversas estruturas e

mecanismos de acdo. Dezoito destes extratos demonstraram toxicidade no
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bioensaio (DL50 < 1000 pg/ml). Das 24 espécies que demonstraram atividade contra
90 S, 14 foram toxicas para as larvas. O bioensaio ndo € especifico para acao
antitumoral ou qualquer acdo fisiolégica em particular, mas para um numero
significativo de espécies com atividade citotéxica é possivel o0 monitoramento com
este bioensaio, que € mais pratico, barato e consome menos tempo que outros
ensaios de citotoxicidade (MEYER et al., 1982).

A metodologia admite variagbes. SOLIS e colaboradores (1993) sugerem que
0 mesmo bioensaio seja feito em microplacas. Nos testes feitos por eles com as
larvas de A. salina todos os compostos foram téxicos para células KB em uma série
de 21 agentes farmacologicamente ativos, exceto para dois que requeriam ativacao
metabdlica em humanos. Quatro quassindides com atividade citotoxica e
antiplasmaodica também foram toxicos para as larvas, enquanto a quassina, que nao
possui tais atividades, também ndo apresentou toxicidade. Assim, o bioensaio
poderia ser uma boa op¢ao na busca de novos farmacos antiplasmadicos, pois 0s
testes de atividade antimalarica usados atualmente sédo de alto custo. Além disto, a
RNA polimerase DNA-dependente da A. salina tem demonstrado ser similar & dos
mamiferos e o organismo tem uma ATPase ouabaina-sensivel Na'/K* dependente.
Ent&o, espera-se que compostos ou extratos que agem nestes sistemas possam ser
detectados por esse bioensaio.

Larvas de A. salina vém sendo usadas também na avaliacdo de extratos de
cultura de cianobactérias (FALCH et al., 1995); no screening de plantas medicinais
da Argentina (MONGELLI et al., 1996) e para o monitoramento de fracbes de
Tabebuia barbata. Neste ultimo foram isoladas substancias com atividade citotoxica
para células HT-29 (carcinoma de colon humano), A-549 (adenocarcinoma humano
de pulméo) e MCF-7 (carcinoma de mama). Estes resultados reforcam a validade do
screening e fracionamento direcionado pela bioatividade, utilizando o teste de
letalidade de A. salina para se isolar compostos com potencial atividade antitumoral
(COLMAN DE SAIZARBITORIA et al., 1997).

Em um screening realizado por MACHADO e colaboradores (1998) com mais
de 50 espécies medicinais da llha de Santa Catarina, os extratos cloroférmicos de
Cordia curassavica apresentaram letalidade significativa para larvas de Artemia
salina. A partir destes resultados surgiu a proposta de se realizar a investigacéo
fitoquimica de extratos dessa espécie monitorada pelo bioensaio com A. salina.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar extratos de Cordia curassavica com vista ao isolamento de
substancias ativas biomonitorado pelo ensaio de letalidade para larvas de Artemia

salina.

2.2. Objetivos especificos

v'  Testar a atividade de extratos preparados em diferentes solventes, com
material vegetal (folhas de Cordia curassavica) procedentes de diferentes locais de
coleta.

v Realizar o fracionamento do extrato preparado nas condicfes otimizadas nos
ensaios preliminares.

v Proceder o monitoramento das frac6es obtidas com o teste de letalidade para
larvas de Artemia salina.

v Elucidar a estrutura da(s) substancia(s) isolada(s) através de métodos

espectroscopicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Material vegetal
As amostra foram identificadas pelo Prof. Daniel de Barcellos Falkenberg,
Departamento de Botanica, UFSC e as excicatas depositadas no herbario FLOR,

daquele Departamento.

3.1.1.1. Escolha do local de coleta e teste de viabilidade de

utilizacéo de folhas danificadas
Os materiais vegetais foram coletados no Horto Florestal (HF) do IBAMA
localizado no bairro Corrego Grande (Floriandpolis, SC), na Praia da Ferrugem (PF),

em Garopaba, SC e na Praia do Campeche (PC), em Florianépolis, SC.

3.1.1.2. Testes para escolha do sistema extrativo e producéo

dos extratos para fracionamento

O material vegetal foi coletado na Praia do Campeche, entre 10 e 500 m da

praia.

3.1.2. Bioensaio de letalidade as larvas de Artemia salina

A 4gua do mar utilizada foi fornecida pelo Laboratério de Camardes da UFSC,
apos sofrer o processo de dupla filtracédo e tratamento com radiacéo ultravioleta. Os

cistos de Artemia salina secos foram obtidos em lojas especializadas.

3.1.3. Equipamentos utilizados

Para concentracdo dos extratos e das fracbes foi utilizado evaporador
rotatério a vacuo Quimis, com banho-maria em temperatura inferior a 40 °C.

Todos os espectros foram obtidos no Instituto de Quimica Orgéanica da
Universidade de Bonn, em espectrometro Bruker 500 MHz, pelo Dr. Alexandre

Taketa.
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3.1.4. Solventes e reagentes

Os solventes utilizados foram de grau analitico, de procedéncia Nuclear,
Vetec ou Synth. Os adsorventes utilizados na cromatografia em coluna foram: gel de
silica 60, com particulas entre 0,05 a 0,2 mm de didmetro, de marca Carlo Erba e
Sephadex® LH20, Pharmacia.

Para as analises cromatograficas de cromatografia em camada delgada foram
utilizadas placas prontas, de gel de silica 60 GF 254, de marca Merck, com 0,25 mm
de espessura e particulas entre 5 a 40 um de diametro. Para impregnacao da silica
foi utilizado o sal AgNO3, da marca Merck.

Para deteccdo das substancias nas placas cromatograficas foi utilizado

reagente vanilina sulfarica, preparada com vanilina da marca Merck (MERCK, 1984).
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Bioensaio de letalidade para larvas de Artemia salina.
Foi utilizada a metodologia descrita por Meyer et al.. (1982) com algumas

adaptacdes, como descrito a seguir.

3.2.1.1. Obtencéao das larvas

Inicialmente agua do mar foi colocada no aquario em volume tal de modo que
o aerador ficasse aproximadamente 5 cm abaixo da superficie. Cistos de Artemia
salina (cerca de 0,5 g) foram adicionados, deixando-se por 48 h para a eclosdo das

larvas.

3.2.1.2. Preparacao das diluicOes seriadas dos extratos,

fracOes e compostos

Em funcdo das concentracfes desejadas pesou-se de uma aliquota do
material seco em baldo volumétrico adequado. Completou-se o volume com o
mesmo solvente utilizado na extracdo, resultando em uma solucdo de concentracao
definida. Desta solugao do extrato foram retirados e colocados nos tubos de ensaio
0s volumes necessarios de forma a conterem a concentracdo final desejada do
material a ser testado, considerando-se o volume final de 5 mL por tubo. O solvente
foi entdo evaporado completamente a temperatura ambiente ou em banho-maria.
Juntamente séo preparados os tubos-controle onde foi colocado apenas o solvente.

Para cada diluicdo os testes foram realizados em triplicata.

3.2.1.3. Incubacéo das larvas com o material

A todos os tubos foram adicionados 50 pL de dimetilsulféxido e na sequéncia
1 a 1,5 mL de agua do mar. Os tubos foram colocados em sonicador, onde foram
deixados por 10 minutos. Com o auxilio de pipeta graduada foram transferidas 10
larvas para cada tubo de ensaio, completando-se a seguir o volume final para 5 mL

com agua do mar.
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3.2.1.4. Contagem das larvas
24 h apés a incubacdo das larvas com o material em andlise, registrou-se o
namero de sobreviventes, sendo consideradas mortas as larvas que se mantiveram

sem movimento por mais de 10 segundos.

3.2.1.5. Analise estatistica dos resultados

A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Qui-quadrado, tabela de
contingéncia 2x2, utilizando a corregéo de Yates, sendo considerados significativos
os valores de x? maiores ou iguais a 3,84 (CENTENO,1990).

3.2.2. Escolha do local de coleta e teste de viabilidade de

utilizacdo de folhas danificadas

Folhas de Cordia curassavica, intactas e também as danificadas (comidas por
insetos, rasuradas, etc), foram coletadas em diversos locais. Os extratos foram
obtidos separadamente, conforme especificado abaixo, avaliados por CCD e quanto

a letalidade para larvas de Artemia salina:

a) Extratos HF
Local de coleta: Horto florestal — IBAMA
Data: 06/10/99

m droga utilizada para cada extrato: 7 g folhas intactas

19,5 g folhas danificadas
b) Extratos PC
Local de coleta: Praia do Campeche — Florianopolis, SC.
Data: 17/10/99

m droga utilizada para cada extrato: 5 g folhas intactas

* 19,5 g folhas danificadas
c) Extratos PF
Local de coleta: Praia da Ferrugem — Garopaba, SC.
Data: 17/10/99

m droga utilizada para cada extrato: « 20 g folhas intactas

19,5 g folhas danificadas
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As folhas frescas com peciolo foram cominuidas em moinho de facas e
preparados extratos com cloroférmio e n-hexano (n-Hx) na proporcéo 1.6 (m:V). A
droga foi macerada por 24 h, sendo entdo os macerados filtrados e concentrados em
evaporador rotatério. A massa do residuo seco foi determinada e procedeu-se o
bioensaio para as larvas de A. salina nas concentracdes de 200 e 50 pug/mL (extrato/
agua do mar).

Os extratos foram avaliados em CCD utilizando placas prontas de gel de silica
e o revelador vanilina sulfdrica. Como fases moveis foram utilizados CH,Cl,:n-Hx
(1:1) e CH.Cl;:MeOH (94:6) para os extratos n-hexanicos e cloroférmicos,

respectivamente.

3.2.3. Testes para escolha do sistema extrativo

Foram utilizadas folhas frescas com peciolo, coletadas na praia do
Campeche, em Florianopolis — SC, no dia 21 de fevereiro de 2000. A droga foi
triturada em moinho de facas e para cada teste foram utilizados 10 g do material
vegetal.

Os solventes utilizados foram etanol, cloroféormio e éter de petrdleo.
Excetuando-se os extratos ndo sequenciais etandlicos, que foram feitos apenas na
proporcao 1:5, todos os extratos foram feitos nas proporcdes de 1:4,1:5 e 1:6.

Para a extracdo sequencial 10 g da droga triturada foram colocados em
maceracao por 24 h com cada solvente, na sequéncia: éter de petréleo, cloroférmio
e etanol, filtrando-se o extrato e submetendo o material vegetal a nova maceracao
com outro solvente. O mesmo procedimento também foi realizado com o tempo de
maceracao de 48 h em cada solvente.

Na extracdo nao sequencial foram testados os tempos de maceracgéo de 1, 2
e 4 dias.

Todos os extratos obtidos foram avaliados quanto a letalidade para larvas de
Artemia salina nas concentracdes de 200 e 50 (g/mL. Os extratos clorofémicos foram
também avaliados por CCD em gel de silica, com CH,Cl,:MeOH (94:6) e vanilina

sulfarica como revelador.
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3.2.4. Preparacéao dos Extratos para Analise Fitoquimica

Para obtencdo do extrato 1 o material vegetal foi coletado na Praia do
Campeche, em Floriandpolis — SC, no dia 12/05/2000, entre 10 e 500 m da praia. As
folhas saudaveis com peciolo foram separadas e trituradas em moinho de facas. A
droga foi colocada em maceracdo com éter de petréleo na propor¢do 1:6 (m/V).
Apods 4 dias o macerado foi filtrado sobre papel de filtro e concentrado do extrato em
evaporador rotatorio (banho-maria entre 38 e 40 °C).

Para a obtencdo de extrato 2 O material vegetal foi coletado na Praia do
Campeche, em Florianopolis — SC, no dia 02/11/2000, variando entre 10 e 500 m da
praia. O extrato foi obtido nas mesmas condi¢des do extrato 1.

3.2.5. Fracionamento dos extratos brutos — Colunas A

As colunas 1% A e 2 # A foram feitas com o Extrato 1, as demais foram
desenvolvidas com o Extrato 2, todas utilizando gel de silica 60 e CH,Cl, como fase
moével (FM) e em coluna de vidro de 8 cm de didmetro e 30 cm de altura. Os
parametros utilizados para as colunas A séo apresentados na Tabela 1. As fracbes
foram avaliadas quanto a letalidade para larvas de A. salina na concentracao de 50
ug/mL. O fracionamento prosseguiu com as que obtiveram o maior indice de

letalidade.

Tabela 1: Especificacdo dos parametros utilizados para as colunas A

Parametros 1% A 2% A 3FA 43 A 5% A
m silica (g) 276 276 375 375 450
Altura da silica
18,5 18,5 22 24,5 27
empacotada (cm)
m aplicada do extrato (g) 9,3316 14,18 15,0322 | 14,9951 21,25
20 mL 26mL 26 mL 20 mL
. 20 mL
Solubilizacdo do extrato CH.CI CH2Cly: | CH2Cly: | CH.Cly: | CHCly:
7 lEP@1) | EP(1:1) | EP (1:1) | EP (1:1)
20 18 20 20 20
Fluxo da FM _ _ _ _ _
mL/min | mL/min | mL/min | mL/min | mL/min
Volume das fracdes (mL) 500 250 500 500 500
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Tabela 1: (Continuagao)

Parametros 1% A 2% A 3FA 43 A 5% A
Numero de fragdes obtido 15 32 23 22 22
Trocas de eluente Inicio da | Inicio da | Inicio da | Inicio da | Inicio da
CH.ClL:MeOH  (9:1). fracao fracao fracao fracao fracao
1*A12 | 12 Al4a | 12 A20 1% A19 1% A19
Final da | Finalda | Finalda | Final da | Final da
CH2Cl>:MeOH (1:1). fracao fracao fracao fracao fracao
1*A12 | 12 Al4b | 1% A20 1% A19 1% A19
Final da | Finalda | Finalda | Final da | Final da
MeOH fracao fracao fracao fracao fracao
1* A13 1% A15b 1* A21 1* A20 1* A20

Observacdo: Na coluna 2° A as fragGes foram nomeadas de 1 a 16,

seguidas pela letra a ou b ( Ex: fragdes la e 1b, na seqiéncia).

3.2.6. Colunas B

Também foram feitas varias colunas B, nomeadas de acordo com a
seqliéncia de realizacdo de 1°* B a 4° B. Para todas foi utilizada uma coluna com 3
cm de diametro, gel de silica e EP:AcOEt:Acetona (93:4:3) como fase movel. As

outras especificacdes delas estdo na Tabela 2.

3.2.7. Coluna 1°Sx

Procedeu-se o desenvolvimento desta coluna com as fracdes obtidas das
colunas B que se mostraram ativas no bioensaio de letalidade para larvas de A.
salina. Para tal foi utilizada uma coluna de vidro com 2 cm de diametro e 13 g de
Sephadex, que resultou num percurso de 40 cm. Foram aplicados 587 mg de
amostra solubilizados em cloroférmio. A fase movel utilizada foi CHCIl3:MeOH (7:3)
no fluxo de 1,7 mL/ min. Recolheram-se fragcdes de 5 mL, exceto para as fracbes
Sx4 e Sx5,(10 mL e 7 mL respectivamente), devido a variacdo na coloragdo do
material que estava eluindo. As fracdes foram avaliadas em CCD sobre gel de silica

com EP:AcOEt:Acetona (93:4:3) e vanilina sulfarica como revelador. Foram
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avaliadas quanto a letalidade para as larvas de Artemia salina apenas Sx4, Sx5 e

Sx7, na concentracéo de 20 pg/mL.

Tabela 2: Especificacdo dos parametros utilizados para as colunas B.

Parametros 1B 22B 3?B 4*B
m silica (g) 138 130 130 50
Altura da silica
empacotada 53 52 52,5 40
(cm)
m aplicada do
1,3415 0,9907 1,19 0,4749
extrato(Q)
_ 10 mL 10 mL 10 mL 5 mL
Solubizacéo
CH2C|2: EP CH2C|2: EP CH2C|2: EP CH20|2: EP
do extrato
(1:1) (1:1) (1:1) (1:1)
Fluxo da FM 4 mL/min 3,5 mL/min 3,75 mL/min ~4 mL/min
60 mL até 60 mL até 60 mL até 30 mL até
Volume das Fcl0 Fc¢l0 Fcl0 Fc¢l0
fracbes 30 mL até o 30 mL até o 30 mL até o 15 mL até o
fim fim fim fim
NuUmero de
_ 52 58 60 57
fracOes obtido
Trocas de
eluente Inicio da Inicio da Inicio da Inicio da
EP:AcOEt | fracdo 1% B 40 | fracdo 2° B 47 | fracdo 3% B 50 | fracdo 4° B 54
(85:15)
EP:AcOEt Inicio da Inicio da Inicio da Inicio da
(7:3) fracdo 1° B 50 | fracdo 2% B 55 | fracdo 3% B 57 | fracdo 4° B 56

3.2.8. Coluna C

Esta coluna foi feita com a fracdo FativSx (94,9 mg), utilizando uma bureta de

25 mL, preenchida com 9 g de Silica gel de particulas finas(ver as especificacdes),

resultando em um percurso de 28 cm. Como fase movel foi utilizado CHCI;:EtOH
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(99:1). A amostra foi solubilizada em 1 mL de CHCI; e eluida a um fluxo de 0,7
mL/min. Foram recolhidos de 3 mL para cada uma das 39 fracbes. Estas foram
avaliadas por CCD com a fase movel CHCI3:MeOH (99:1) e vanilina sulfarica como
revelador. Com as fragbes C5, C8 e C12 na concentracao de 10 pg/mL, foi realizado

0 hioensaio com A. salina.

3.2.9. Testes de impregnacéo da silica com Nitrato de Prata

3.2.9.1. Placas prontas com base de aluminio

Foram testados dois métodos de preparacao:

Imersé@o: As placas foram cortadas no tamanho a serem utilizadas e
colocadas com a parte da silica virada para baixo em um recipiente contendo
solucdo aquosa de nitrato de prata 10% (m/V). Apds aproximadamente 5 segundos
foram retiradas, deixadas secar a temperatura ambiente no escuro por 1 hora e
entdo em estufa a 105 °C por 1 hora. Deixou-se esfriar ao abrigo da luz. Este
processo foi testado com duas solugbes de nitrato de Prata a 10%(m/V): uma
preparada com MeOH:H,O (75:25) (COLLINS et al.,, 1995) e outra apenas com
agua. Todas foram avaliadas em luz UV 254 e 366 nm para verificar a uniformidade
e a intensidade de impregnacéo alcancadas.

Eluicdo: As placas foram cortadas no tamanho a serem utilizadas e
colocadas em cuba cromatografica tendo como eluente solucdo de nitrato de prata.
Foram testadas duas solucdes diferentes: uma delas a 10% (m/V) em MeOH: H,0O
(75:25) (COLLINS et al., 1995) e a outra uma solucéo aquosa a 40% (m/V) (TONG-
SHUANG et al., 1995). A placa foi deixada eluir até que a solucédo alcancasse o
fronte, permanecendo mais 10 minutos. Secou-se a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz por 1 h, seguido de 1 h na estufa a 105°C. Foram avaliadas em luz UV
254 e 366 nm.

3.2.9.2. Silica para placas preparadas no laboratério

Foram realizados varios testes de acordo com a literatura consultada, alguns
com pequenas adaptacdes, como descrito mais adiante. Os materiais obtidos pelos
métodos 3.2.9.2.1 a 3.2.9.1.3 foram avaliados como p6 quanto a aparéncia, e depois

de incorporados as placas, sob luz UV 254 e 366 nm, quanto a homogeneidade e
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grau de impregnacao do sal. Os demais foram avaliados somente depois de

incorporados as placas da mesma forma que 0s primeiros.

3.2.9.2.1 Método de LAM et al. (1985)

Foi seguido o método de preparacdo dos autores com adaptacdes para a
massa de silica utilizada (1g). Dissolveu-se 0,111 g de AgNO3 em 2,2 mL de agua
destilada. Esta solucdo foi adicionada lentamente a 1,0 g de silica com agitacao.
Esta suspenséo foi deixada sob agitacdo por 0,5 h e secada em estufa por 17 min.
a 105-120 °C. A silica impregnada e dessecada foi guardada em frasco ambar até o
dia seguinte. Foram preparadas placas com laminas de vidro de 2,5 X 8 cm por
espalhamento da suspensdo de 1 g da silica impregnada com 3 mL de agua
destilada, deixando secar em temperatura ambiente por 24 h e ativando em estufa a
110 °C por 1 hora.

3.2.9.2.2. Método segundo MAREK (1994)

Foram adicionados aos poucos e com agitacdo 5 g de silica a 10 mL de
solucdo aquosa de AgNO; a 10%. Esta suspensédo foi agitada manualmente em
banho-maria com temperatura entre 60 — 80 °C por 30 minutos e o solvente foi
eliminado no rotaevaporador. A silica resultante foi armazenada em frasco ambar.
No dia seguinte foram preparadas placas por espalhamento da suspenséao de 5 g
desta silica em 12 mL de agua destilada. Foram utilizadas 2 placas de vidro com
dimensdes 10 X 20 cm e 3 com 2,5 X 8,0 cm. Deixou-se secar em temperatura
ambiente por 24 h e ativou-se em estufa a 110 °C por 1 hora.

Deste método também foi testada uma variacdo, sem evaporar agua : Foi
dissolvido 1 g de AgNO3; em 12 mL de agua destilada. A esta solucdo foram
adicionados lentamente e sob agitacdo manual 5 g de silica. A suspenséao foi entdo
aguecida em banho-maria na temperatura entre 60 e 70 °C sob agitacdo por 30
minutos. Foram adicionados mais 4,5 mL de agua e entdo preparadas as placas
cromatograficas, que foram deixadas secar ao abrigo da luz por 24 h e ativadas em
estufa a 110 °C por 1 h.

3.2.9.2.3. Método de GUPTA e DEV (1963)

Dissolveu-se 0,75 g de AgNO3z em 0,75 mL de agua destilada e completou-se
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0 volume para 12,5 mL com etanol. A esta solu¢cdo foram adicionados lentamente e
com agitacao 5 g de gel de silica G. Depois de 15 minutos sob agitacdo em agitador
magnético, o alcool foi eliminado no rotaevaporador e a silica obtida foi armazenada
em frasco ambar até o dia seguinte. Foram preparadas placas por espalhamento da
suspensao dos 5 g desta silica em 12 mL de agua destilada . Utilizaram-se 2 placas
de vidro com dimensfes 10 X 20 cm e 3 com 2,5 X 8 cm. Estas foram deixadas

secar em temperatura ambiente por 24 h e ativadas em estufa a 110 °C por 1 hora.

3.2.9.2.4. Método de TOUCHSTONE et al. (1992) -1h ou 2h na

estufa

Dissolveram-se 2,5 g de AgNO3; em 12,5 mL de 4gua destilada e a esta
solucdo foram adicionados sob agitacdo manual 5 g de silica. Apés agitacdo em
agitador magnético por 20 minutos a suspensao foi espalhada sobre placas de vidro
de dimensdes 8 x 2 cm e 20 x 5 cm, deixadas secar por 3 h ao abrigo da luz. Apos
foram ativadas em estufa 110 °C , algumas por 1 h e outras por 2 h. Deste método
também foi testada uma variante, na concentracdo de 10 % de AgNOj;, também
ativando-se na estufa por 1h ou 2 h: Procedeu-se como descrito acima, mas

utilizando-se apenas 0,5 g de AgNOs.

3.2.9.2.5. 1:20 e 1:50 (m/m) de AgNOz com e sem aquecimento

na hora de mexer silica

Foram preparados 4 frascos de 8 mL de solucdo de AgNO3; em agua, 2 com
0,15 g e 2 com 0,06 g do sal. A estas foram adicionados 3 g de silica sob agitacao.
As suspensfes foram submetidas a agitacdo por 20 minutos, uma de cada
concentracdo de AgNOz em BM a 60 ° C com agitagdo manual e outra em agitador
magnético sem aquecimento. Foram entdo espalhadas pelas placas de vidro,
deixadas secar por 3 h ao abrigo da luz e temperatura ambiente, apos ativadas em
estufaa 110 °C por 1 h.

3.2.9.2.6. 1:20 e 1:10 (m/m) de AgNOz;sem aquecimento

Foram preparadas duas solu¢des de AQNO3; com 8mL de agua, uma com 0,15
g e outra com 0,3 g do sal. A cada uma foram adicionados 3 g de silica. As
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suspensdes foram deixadas sob agitacdo em agitador magnético por 20 minutos,
quando foram espalhadas sobre as placas de vidro. Estas foram deixadas secar a

temperatura ambiente por 3 h e depois ativadas em estufa 110 ° C por 1 h.

3.2.10. Escolha do sistema cromatogréfico

Inicialmente as placas preparadas pelo método 3.2.9.1.1 foram testadas com
as fracoes Cs e Sxs e os eluentes CHCI3: AcOEt (8:2) CHCIs: AcOEt (7:3) e CHCls:
AcOEt (3:1). As demais placas preparadas pelos outros métodos foram testadas
com as mesmas fracdes e os eluentes CHCIz: AcOEt (3:1) e CHCI3: AcOEt (8:2).

As placas preparadas pelo método 3.2.9.2.8 foram avaliados em sistemas
diferentes: CHCI;3 : AcOEt (3:1) e CHCI3: AcOEt (8:2), com e sem saturagédo da cuba
por 15 minutos.

3.2.11. Testes de recuperacao do composto utilizando cafeina

Foram preparadas duas placas de dimensfes 20x10 cm com silica
impregnada com 10% AgNOs; (m/m) segundo o método 3.2.9.2.8, deixadas secar a
temperatura ambiente ao abrigo da luz por 24 h e ativadas em estufa 110 °C por 1 h.
Em cada placa foram aplicados, em barra, 10 mg de cafeina solubilizada em 5 mL
de CHCI; eluindo-se em cuba saturada com eluente CHCl;: MeOH (7:3). Apés a
localizacéo da cafeina em luz UV 254 nm a mancha foi raspada e a silica extraida
com solvente sob agitacdo em agitador magnético por 2 h; em uma placa a extracao
foi feita com 40 mL de CHCI; e na outra, com 40 mL de MeOH. Filtrou-se a vacuo,

evaporou-se o solvente e a massa do residuo foi medida.

3.2.12. Teste de recuperacdo e purificacdo do composto

utilizando colesterol

Foram preparadas duas placas como descrito no item 3.2.9.2.6 e em ambas
foram aplicados 10 mg de colesterol dissolvidos em 5 mL de CHCIs. Procedeu-se a
cromatografia em cuba saturada com CHCIl;: MeOH (1:1). ApoOs a localizacdo da
substancia por luz UV 254 nm, fez-se a raspagem da faixa correspondente nas duas
placas. Para extrair a substancia da silica, o material obtido de cada placa foi
ressuspendido em 40 mL de solugdo CHClI3: MeOH (8:2) e deixado por 2 h, um em
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sonicador e 0 outro em agitador magnético. As suspensdes foram filtradas e o
solvente evaporado. A cada residuo foram adicionados 4 mL de solucdo aquosa de
KCIl 10%. Depois de agitar, estes foram deixados em repouso por 20 minutos e
entdo submetidos a extragdo 3 x 5 mL de CHCl3;. O solvente foi entdo evaporado e
medidas as massas dos residuos (RONSCH e SCHREIBER, 1967).

3.2.13. CCDPAgs das fragcO0es 1°Sx5 e reunidao das fracdes
C5-12

Processo Cromatografico: foi realizado em placas de dimensées 20x20 cm,
preparadas de acordo com o método 3.2.9.2.6, com a silica contendo 10% de
AgNO3 (m/m). As placas foram deixadas secar por 24 h em temperatura ambiente e
ao abrigo da luz e ativadas em estufa a 110 °C por 1 h antes da utilizacdo. Os 131,2
mg da fracado 1°Sx5 foram dissolvidos em 25 mL de CHCIs, e aplicados em 9 placas
ao total. O residuo das fracdes C5 a C12 (59,2 mg) foi solubilizado em 10 mL de
CHCI3 e aplicado em 3 placas, sendo estas eluidas em CHClI3: AcOEt (3:1) em cuba
saturada.

Localizacdo das manchas: foi utilizado a adaptacdo do método descrito por
Mistryukov (KIRCHNER, 1978). Um papel filtro de dimensdes da placa
cromatografica foi umedecido com CHCI; e colocado sobre a placa ja eluida,
fazendo-se leve pressao. A parte que estava em contato com a silica foi borrifada
com vanilina sulfarica e o papel foi levado a estufa 105 © C por 5 minutos. O local
onde apareceram as manchas foi delimitado com lapis e recortado. A placa
cromatografica foi revelada nos 2 cm iniciais da borda lateral. Colocou-se o “papel
molde” sobre a placa, e, com base nas manchas reveladas e dimensdes relativas,
foram delimitadas as margens das manchas.

Extracdo e purificacdo das fracOes: cada parte da silica previamente
delimitada foi raspada, ressuspendida em 30 mL de solugdo CHCI3: MeOH (8:2) e
deixada no sonicador por 1h e 40 min. As suspensdes foram filtradas e os filtrados
levados a secura.

A cada residuo obtido no procedimento anterior foram adicionados 4 mL de
solugcao aquosa 10% de KCI, deixando-se em repouso por 20 minutos. Foi procedida
a extracdo com 2x 4 mL de CH,Cl,, os volumes obtidos foram filtrados e o solvente
deixado evaporar em capela.
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CCD analitica das fracdes PAg : em placas de silica gel prontas,
impregnadas com AgNOg; por imersao, foram aplicadas as fracGes obtidas e eluidas
em cuba saturada com CHClI3: AcOEt (3:1), para as trés primeiras placas ( fracdes
PAg I, Il e lll), e CHCI3: AcOEt (8:2), para as outras duas placas (fragbes PAg IV —

V), todas com o percurso de 10 cm e reveladas com vanilina sulfarica.

3.2.14. CCDP fragdes TPAg Il e Il

Foram preparadas 2 placas por espalhamento da suspensao de 24 g de silica
em 37 mL de agua destilada. Estas foram deixadas secar por 24 h a temperatura
ambiente e ativadas em estufa a 110 ° C por 1 h antes da utilizacdo. As duas
fragbes mais puras, 8,6 mg de TPAg Il e 12,2 mg de TPAg lll, foram ressuspendidas
em 3 mL de CHCI; e cromatografadas nestas placas cromatograficas preparativas
com os eluentes EP:AcOELt(8:2), para fracdo PAg Il e CHCI3:EtOH(99:1) para fracdo
TPAg Ill.

Os compostos foram localizados da maneira como descrito no item 3.2.13.2.
Feitas as raspagens, os materiais foram extraidos com 30 mL de MeOH em
sonicador por 2 h, filtrados e o solvente levado a secura em evaporador rotatorio a
40°C.

CCD analitica das substancias obtidas: As substancias foram
cromatografadas em placa de silica impregnada com AgNO3 com CHCI3: AcOEt
(3:1) e em gel de silica comum com EP:AcOEt (8:2). Ambas foram reveladas em luz

UV 254 nm e 366 nm e com vanilina sulfdrica.

3.2.15. Extracao do 6leo essencial de Cordia curassavica

Foi realizada com folhas coletadas na Praia do Campeche, dia 09/05/2001. 40
g de folhas foram rasuradas e submetidas a extragdo por 3 h, seguindo o método
preconizado pela Farmacopéia Brasileira 4 ed.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Escolha do local de coleta e teste de viabilidade de

utilizacdo de folhas danificadas
O resumo dos dados referentes aos diferentes extratos esta descrito na

Tabela 3. Os rendimentos obtidos foram maiores nos extratos produzidos com as

folhas sadias (S) que com as folhas danificadas (D). Os extratos etéreos (EP) feitos

com folhas sadias coletadas no Horto florestal (HF) e na Praia do Campeche (PC)

apresentaram indice de letalidade para larvas de Artemia salina significativos (x>

>3,84) apenas na maior concentracao testada.

Tabela 3. Resultados de rendimento e letalidade para Artemia salina com extratos

obtidos de folhas sadias e danificadas de diferentes locais de coleta.

Teste Artemia | Teste Artemia
Material | Rendimento | salina [ ]: | salina [ ]
Extrato
vegetal (%) 200pg/mL 50ug/mL
X’ X’
S 22,8 2,653 0,062
CH.ClI;
HE D 2,4 1,183 0,062
Ep S 6,1 12,211 0,358
D 4,9 0,124 0,028
S 21,5 1,183 0,035
CH.ClI;
D 8,3 1,814 0,035
PC
S 7,4 5,408 0,035
EP
D 2,4 0,036 0,083
S 7,3 1,183 0,062
CH,Cl,
- D 11,1 1,814 0,035
Ep S 3,3 0,300 0,028
D 4,4 11,791 0,046

HF: Horto Florestal

EP: éter de petréleo

PC: Praia do Campeche

CH,Cl5: diclorometano

PF: Praia da Ferrugem

X’ significativo: > 3,84
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Com as folhas danificadas coletado na praia da Ferrugem (PF), tanto o indice
de letalidade do extrato EP como os rendimentos dos extratos EP e CH,Cl, foram
maiores que para os extratos de folhas sadias. Isto poderia ser devido a presenca de
fitoalexinas apolares, produzidas pela planta para sua defesa. Nenhum extrato
apresentou indice de letalidade significativo na menor concentracao testada.

Como no Horto florestal havia poucas plantas e a praia da Ferrugem
(Garopaba, SC) é relativamente longe, foi escolhida a Praia do Campeche como

local de coleta pela abundancia de material vegetal e facilidade de acesso.

4.2. Testes para escolha do sistema extrativo

4.2.1. Avaliacao dos extratos por CCD

Pode-se observar (Fig.3) que nos extratos CHCI; sequienciais as manchas de
Rf entre 0,43 e 0,87 (setas) aparecem com menor intensidade, principalmente nos
extratos obtidos por 2 dias de maceracdo (caixas cinzas). Isto sugere que estes
compostos devem ter sido extraidos também pelo éter de petrdleo, possuindo

polaridade intermediaria entre os dois solventes.

4.2.2. Avaliacao dos extratos obtidos com o teste de letalidade

para larvas de Artemia salina

Com o material coletado na Praia do Campeche foram preparados diversos
extratos conforme descrito em 3.2.3 (Materiais e Métodos). Nenhum dos extratos
apresentou letalidade significativa para larvas de Artemia salina na concentracéo de
50 pg/mL. Mesmo na concentracdo maior nenhum extrato etanolico apresentou
letalidade significativa. Os extratos ativos estao relacionados na tabela 4.

Os extratos n-hexanicos foram os mais ativos em todas as proporcdes
droga:solvente testadas. Os extratos cloroférmicos apresentaram atividade
significativa no bioensaio, mas menos intensa, sendo que nenhum dos extratos
seguenciais obtidos com este solvente apresentou. Isto indica que as substancias
potencialmente ativas teriam natureza mais apolar. Em funcdo do custo do n-
hexano, optou-se por utilizar éter de petroleo para preparacdo dos extratos, ja que

ambos tém caracteristicas lipofilicas.
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Figura 3. Cromatograma dos extratos clorofomicos obtidos por maceracao em

diferentes sistemas extrativos: Sq = Extracdo sequencial, Sg’n”=tempo de
maceracao (dias), (... : ...)= Proporc¢éo droga: solvente

Tabela 4. Extratos que apresentaram letalidade significativa para larvas de Artemia

salina .

EXTRATO x> (200 ug/mL)
Sqgl (1:4) n-Hx 28,133
Sqg1l (1:5) n-Hx 11,082

CHCI3 1 (1:5) 6,330
Sql (1:6) n-Hx 14,951
Sqg2 (1:4) n-Hx 11,082
Sg2 (1:5) n-Hx 7,070
Sqg2 (1:6) n-Hx 9,548

CHCI3 2 (1:6) 7,848

n-Hx 4 (1:4) 7,070

CHCl3 4 (1:4) 9,082

n-Hx 4 (1:5) 17,410

CHCl3 4 (1:5) 7,848

n-Hx 4 (1:6) 17,410

CHCl3 4 (1:6) 9,082

Sq = Extracdo sequencial, Sg"n” = tempo de maceragéao (dias), n-Hx =n- hexano,
CHCI3: cloroférmio, (... : ...) = Proporcao droga: solvente
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4.3. Obtencéo dos Extratos

Extrato 1: Foi obtido 23,25 g de extrato seco, de aparéncia pastosa e coloracao

amarelo-parda. Com este extrato foram procedidas as colunas 1° A e 2° A, seguidas

pela coluna 1° B.

Extrato 2: Obteve-se 49,52 g de extrato seco. Com este foram realizadas as colunas

3° A, 4° A e 5° A, seguidas pelas colunas 2° B, 3° B e 4° B, conforme Fig.4.

Extrato EP 1

Extrato EP 2

m folhas = 1,25 kg m folhas = 4,24 kg
m estrato = 23,25 g m estrato = 49,52 g

l

Colunas 1° e 2°

l

Colunas 3°, 4°e 5°A

Fativ AE1

Fativ AE1

v

Coluna C

Fativ C

v

CCDPA0  — TPAa lll
TPAa i p—
v |

CCDP

Figura 4. Esquema dos procedimentos utilizados no isolamento de Ccl.
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4.4. Colunas A
A maior coluna disponivel no laboratério ndo tinha capacidade suficiente para
gue fosse realizado o fracionamento inicial de uma sé vez. Portanto foi repetido o

mesmo sistema cromatografico com os extratos 1 e 2, cinco vezes no total.

4.4.1. Resultados da avaliacao de letalidade para as larvas de
Artemia salina das fracdes das colunas A

Todas as fragOes obtidas da coluna 1° A e as fragcdes de numeracéo entre 3 e
10 das demais foram testadas quanto a letalidade para larvas de Artemia salina. Os
testes foram realizados na concentracdo de 50 pg/ mL. A tabela 5 apresenta os

resultados das fracdes com indices significativos de letalidade para larvas de

Artemia salina.

Tabela 5. Fracdes obtidas das colunas A com letalidade significativa para larvas de
Artemia salina.

Extrato | Coluna FracOes ativas Massa (mg) x? (50 pg/ mL)
X o 1° A 1° A6 177,6 5,1905
-
< 2°A 2° ABb* 64,7 4,4240
3° A4 754,0 9,5490
3°A 3° A5 407,6 28,1333
3° A7 1129 5,1905
4° A5 340,1 12,4872
N 4° AG 1433 20,0333
@) 4° A
» 4° A8 45,5 20,9333
o
v’ 4° A9 25,3 4,5438
L
5° A6 205,7 10,5715
5° A7 226,1 25,1481
5°A
5° A8 235,2 8,4118
5° A9 59,8 8,4118

* Na coluna 2° A as fragcbes recolhidas foram de 250 mL e ndo 500 mL como nas
demais. Por tal motivo as fragbes foram nomeadas com as letras a, para 0s
primeiros 250 mL, e b para os 250 mL seguintes.
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O processo de fracionamento foi prosseguido com as fragGes ativas. Devido
ao baixo rendimento das fracbes ativas das colunas 1°A e 2°A também foram
incluidas as fracbes 1°A5 e 2°A 4a - 6a, 7a, que demonstraram perfis

cromatograficos semelhantes.

4.4.2. Avaliacao por CCD das fracdes da coluna A

Na figura 5 é demonstrado o cromatograma das fracdes obtidas da coluna 3°
A, com eluente EP: AcOEt :Acetona (93:4:3), revelacdo com vanilina sulfarica; a

fragcdo mais ativa no bioensaio de Artemia salina foi a 3° A5.

i

IR

-y u'.ﬁi‘%

3a 3 43 4b Ha BB Ba BB Ya b TA

Figura 5. CCD das fragOes obtidas da coluna 3° A.

4.5. Colunas B
Devido a baixa capacidade da coluna foram realizadas varias repeticées do
processo cromatografico B. A Coluna 1° B foi procedida com as fracdes ativas

obtidas das colunas 1° A e 2° A.

4.5.1. Resultados das CCD das colunas B

Na figura 6 pode ser observada a presenga de uma mancha azul escura em
Rf 0,39 nas fracbes 29 a 42 que foram reunidas na fracdo nomeada 1°BVIIl. Esta
apresentou o indice de letalidade para larvas de Artemia salina mais significativo das
fracOes da coluna 1°B. A mancha azul citada acima nao foi visualizada nas analises

cromatograficas das demais colunas B.
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Figura 6. Cromatograma das fragcdes da coluna 1°B.

4.5.2. Avaliacdo de letalidade para larvas de Artemia salina

das fracOes das colunas B

A tabela 6 apresenta dados das fragOes testadas que tiveram resultados

significativos frente ao bioensaio de letalidade para larvas de Artemia salina.

Tabela 6. Sintese dos resultados obtidos com as fra¢des das colunas B.

2

Fracdes Fracdes rendimento X
Coluna Nome da
aplicadas reunidas |fracéo (mg) (50 pg/ mL)
1° A5-6 e
1°B 1° B29-42 1°BVII 186,9 8,2223
2° Ada-7°
2° B15-23 2°BV 139,4 7,0202
2°B
2° B24-35 2°BVI 112,2 28,1333
3°A4,5,7 3°B15-17 3°BV 89,5 17,4102
4° A5-9 3°B 3°B18-26 3°BVI 213,0 28,1333
5° A6-9 3°B27-30 3°BVII 71,7 14,9524
4° B11-17 4°BlII 95,5 28,1333
4°B
4° B18-21 4°BIV 38,8 17,4102

4.6. Coluna de Sephadex (Sx)

Para continuacdo do fracionamento cromatogréfico foram utilizadas as
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fracOes 2°BVI, 3°BVI, 4°Blll e a fracdo 1°BVII.

No decorrer da eluicdo destacaram-se duas manchas, uma de cor amarelo-
escura e outra amarelo claro, percorrendo a coluna rapidamente. A primeira foi
recolhida na fracdo Sx4(12 mL) e a segunda na fracdo Sx5 (11mL), quando foi
trocado o frasco para recolher a fragdo Sx6, depois passou-se a recolher 7 mL por
fracéo.

Apbs evaporacdo do eluente, nas fragbes Sx4-7 estava presente um liquido
oleoso amarelo, mais escuro em Sx4. Nas trés primeiras também estava presente
um precipitado de cor branca, em maior quantidade na Sx4 e 5. As massas obtidas
foram de 117,5 mg para Sx4, 136,6 mg para Sx5, 33,0 mg para Sx6 e 61,9 mg para
SX7.

4.6.1. CCD das fragcOes da coluna Sx

As fracOes Sx6 e 7 apresentaram perfis cromatograficos muito semelhantes,
com a presenca em maior concentracdo da(s) substancia(s) responsavel(eis) por

uma mancha deep purple ao UV 366 nm na primeira.

4.6.2. Bioensaio de letalidade para larvas de Artemia salina

com fracdes da coluna Sx
Devido a pequena quantidade obtida, foram testadas apenas as fracdes Sx4,
5 e 7 na concentracdo de 20 pg/mL, sendo que a Unica fracdo com resultado

significativo no bioensaio foi Sx7, com x? 28,1333.

4.7. Coluna C

Esta coluna foi procedida com a reunido das fracbes Sx6 e 7, jA que Sx6

demonstrou um perfil cromatografico praticamente idéntico a Sx7.

4.7.1. CCD das fracdes da coluna C

Na Figura 7 pode-se observar que praticamente ndo houve separacdo das
manchas, estando a mancha em Rf 0,28 de fluorescéncia deep purple (seta)

presente da fragdo C5 a C15.
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Figura 7. CCD das fragOes obtidas da coluna C.

4.7.2. Teste de letalidade para larvas de Artemia salina das

fracdes coluna C
Foram testadas as fraces C5, 8 e 12. Todas apresentaram x° = 28,13 no

bioensaio (significativo para a=0,01).

4.8. Testes de impregnacédo da silica com nitrato de prata em

placas prontas

Imerséo: Sob luz UV 254 nm observou-se que a distribuicdo do AgNO3 foi
homogénea. Notou-se que a separacdo das manchas no processo cromatografico
foi superior aquelas alcancadas com silica normal e com alumina.

Eluic&o: Observou-se sob luz UV 254 nm que nos dois testes, com solucao
do sal a 10% (m/V) em MeOH: H,O (75:25) e solugcédo aquosa do sal a 40% (m/V), a
distribuicdo do sal pela placa ndo foi totalmente homogénea. No primeiro, como
descrito pelo autor, o ¥ final da placa apresentou-se mais claro que nos outros %
da placa. No segundo isto aconteceu apenas com 5% da parte superior, mas o
tempo de eluicdo desta placa foi de 30 minutos, praticamente o dobro da primeira
(~16 minutos). A intensidade de impregnacédo alcancada em ambas as placas foi

superior as obtidas por imersao.
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4.9. Impregnacédo de Silica para producédo de placas de CCD
Preparativa

Na comparacdo quanto a aparéncia das silicas impregnadas com AgNOs;
obtidas pelos métodos 3.2.9.2.1, 3.2.9.2.2 e 3.2.9.2.3, observou-se que o primeiro
método foi superior. A silica obtida pelo método 3.2.9.2.2 apresentou grumos e a
silica, preparada pelo método 3.2.9.2.3 apresentou coloracdo mais escura que as
outras, indicando a autooxidacdo do material (WILLIAMS e MANER., 2001),
possivelmente pela utilizacdo do etanol na sua preparacdo. A silica obtida pelo
método 3.2.9.2.2, mesmo apresentando a maior concentragdo do sal, 20 %(m/m),
apresentou a mesma coloragdo que a obtida pelo primeiro método, que continha a
metade desta concentracao.

Quando incorporadas nas placas cromatogéaficas e analisadas sob luz UV
254, as placas preparadas com a silica obtida do primeiro método apresentaram
melhor homogeneidade quanto a impregnacdo do sal, seguida pelas do método
3.2.9.2.2. Analisando-se sob luz UV 254 nm as placas feitas com o material obtido
pela variacdo do método de MAREK ( sem evaporar a agua), observou-se que 0s
dois centimetros iniciais e os dois finais apresentaram-se mais escuros que O
restante da placa. As preparadas com a silica obtida pelo método de TOUCHTONE
e colaboradores (1992) a 50% e 10% (m/m) do sal (método 3.2.9.2.4) apresentaram
boa homogeneidade, porém nos cromatogramas realizados com a silica obtida com
o sal na concentracdo mais alta (50%) a visualizacdo das manchas foi prejudicada.
Tanto sob luz UV 254 nm como depois de reveladas com vanilina sulfurica, alguns
compostos ndo foram visualizados. Quanto ao tempo de ativacdo na estufa, a
diferenca foi pequena. Nas placas ativadas por duas horas os Rf das manchas foram
menores. Porém, nas placas preparadas pelo método 3.2.9.2.4 com AgNoz a 10% e
ativadas por 2 h a resolugdo das manchas foi inferior. A resolugdo das manchas
pode depender das camadas de hidratacdo do adsorvente (WILLIAMS E MANER,
2001).

As placas preparadas com a silica obtida pelo método 3.2.9.2.5 apresentaram
distribuicAo homogénea quando analisadas sob luz UV 254 nm e permitiram a
visualizagdo das manchas, tanto no UV 254 nm, como depois de reveladas com
vanilina sulfarica, mas péssima resolucdo das manchas apds o0 processo
cromatografico, sendo que a placa preparada com o material sem aquecimento no
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preparo foi um pouco superior.

Analisando-se sob luz UV 254 nm as placas produzidas com silica obtida pelo
meétodo 3.2.9.2.6, observou-se que aquelas com 10% de AgNO3 apresentaram-se
mais homogéneas quanto a distribuicdo do sal que as placas a 5%. No melhor
sistema cromatogréfico testado, CHCI;: AcOEt (3:1), com saturacdo da cuba, na
placa a 5% foi visualizada em 254 nm uma mancha em Rf coincidente com uma das
manchas reveladas; na placa a 10%, tal mancha apareceu em Rf 0,65 e a mancha
revelada em Rf 0,49. De acordo com 0s motivos acima expostos o método de
preparacdo da silica para a realizacdo das CCDP escolhido foi o 3.2.9.2.6, com

10%(m/m) de AgNO3 em relacao a silica.

4.10. Escolha do sistema cromatografico

Nas placas prontas preparadas por imersdo e nas placas preparadas em
laboratorio com silica impregnada com AgNO;s; pelos métodos ja citados foram
testadas as fragbes C6 e Sx5 com CHCIs: AcOEt (85:15) CHCIs: AcOEt (8:2) e
CHCI3: AcOEt (3:1) e revelador vanilina sulfarica. Na avaliagdo foram levados em
consideracdo principalmente os componentes da fracdo C6, visto que esta
apresentou atividade no bioensaio.

Em todas as placas testadas, o eluente CHCI;: AcOEt (3:1) demonstrou ser o
mais efetivo na separagdo das manchas. Nas placas prontas obteve-se Rf 0,1, 0,2,
0,43 e 0.53, para as manchas de maior concentracdo, em um percurso de 8 cm. Nas
placas preparadas em laboratério obteve-se manchas em Rf 0,05, 0,13, 0,33, 0,5,
0,59, 0,69 e 0,74 (esta ultima visualizada em luz UV 254 nm) em um percurso de 17
cm e em cuba saturada para.

Portanto o sistema cromatografico escolhido foi: silica impregnada com nitrato
de prata 1:10 (preparada pelo método 3.2.9.2.6), CHCl3: AcOEt (3:1) como eluente,

com saturacdo da cuba e revelador luz UV 254 nm e vanilina sulfurica.

4.11. Testes de recuperacdo da amostra apds CCDP utilizando

cafeina

ApoOs extracdo da cafeina a partir da silica impregnada com AgNOg; (ver item
3.2.11) e a evaporacdo do metanol obteve-se 51,9 mg de um residuo de coloracdo

escura. Pode-se afirmar que o metanol extraiu ndo sé o composto, como também
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solubilizou certa quantidade de silica, pois a amostra aplicada foi de 10 mg, e o
residuo continha particulas muito semelhantes a silica. A massa do residuo obtido
da extracdo com cloroférmio foi de 6,5 mg, de tonalidade escura, mas ndo tao
intensa quanto o anterior. Tais resultados mostram que estes métodos de extragédo

nao sao adequados.

4.12. Teste de recuperacao e purificacdo do composto
utilizando colesterol

Apés extragdo (ver item 3.2.12) e a evaporagdo do liquido extrator foram
obtidos 6,4 mg de residuo extraido sob agitacdo em agitador magnético e 8,4 mg do
residuo extraido sob sonicacao. Estes apresentavam cor, odor e aparéncia similares
ao colesterol. Os residuos foram cromatografados juntamente com amostra de
colesterol, comprovando-se a autenticidade dos compostos recuperados e auséncia
de artefatos pela andlise sob luz UV 254 nm e 366 nm e apos revelagdo com

vanilina sulfdrica.

4.13. CCDPAgs das fragbes 1°Sx5 e fragcao C5-12

ApoOs a revelacdo das placas, como descrito no método 3.2.13.3, naquelas
onde foram cromatografadas a fracdo 1°Sx5 foram detectadas 6 manchas em Rf
0,13, 0,33, 0,51, 0,59, 0,69 e 0,74 (esta ultima visualizada em luz UV 254 nm). A
mancha de menor Rf foi encontrada apenas nas placas 1, 2, 5 e 7. Nas placas onde
foram cromatografadas a fracdo C5-12 observou-se 1 mancha com extincdo em Rf
0,72 e, depois de revelada a placa, outras 4 manchas em Rf 0,13, 0,33, 0,49 e 0,62.
Todas as fragOes foram submetidas aos procedimentos 3.2.13. As fragOes foram
nomeadas x PAgy , “X” indicando a placa proveniente e “y” 0 numero da mancha por
ordem crescente de Rf. Por exemplo: para fracdo 1PAg Il da CCDPAg da fracao
C5-12, fracao proveniente da placa 1 e mancha de Rf 0,49.

4.14. CCD analitica das fragcbes PAg

As fracdes foram cromatografadas sobre placas prontas impregnadas com
AgNO3 por imersdo e em placas de gel de silica sem o sal. Em todas as placas
foram visualizadas uma mancha no ponto de aplicacdo e outra no fronte. Além

destas manchas foram visualizadas nos cromatogramas:
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- Fracdes 1,2,5e 7 PAg I: manchaem Rf 0,11 e das fragcfes 10 a 12 PAg
| (proveniente fracdo C5-12) manchas em Rf 0,11, 0,15 e 0,19.

- Fracdes 1 a 12 PAg Il: manchas em Rf 0,31. Porém quando
cromatografadas sobre gel de silica sem AgNO; com EP: AcOEt (8 : 2),
apresentaram trés manchas em Rf 0,39, 0,47 ( representando 80% da fracdo) e
0,55.

- Fragbes 1 a 9 PAg lll: mancha em Rf 0,48 nas fracbes 1 a 9 e nas
fragbes 10 a 12 manchas em Rf 0,4 (menos intensa) e 0,48. Quando
cromatografadas sobre gel de silica sem AgNO3; com CHCI;: EtOH (99:1) foram
visualizadas manchas com extingdo em Rf 0,38 e, depois de reveladas com vanilina
sulftrica, manchas em Rf 0,35, 0,41 e 0,44, com esta ultima representando 70% da
fracao.

- Fracdes 1 a 9 PAg IV: manchas em Rf 0,16, 0,39, 0,46, 0,54, 0,56 e
fragdes 10 a 12 manchas em Rf 0,48, 0,56 e 0,6. Todas apresentaram intensidades
semelhantes, portanto foi descartada a hipétese de posterior purificacdo

- Fracdes 1a 9 PAg V : manchas em Rf 0,48, 0,55, 0,62, 0,66 e 0,7. As
intensidades das manchas também foram semelhantes e a purificacdo dos
compostos nao foi realizada.

As manchas de baixa intensidade ndo foram visualizadas em silica contendo
AgNO3, uma desvantagem do método que demonstra a hecessidade do controle da
pureza das fragdes em gel de silica sem prata. Isto poderia estar relacionado ao
complexo formado da prata com os elétrons tda molécula, o que pode dificultar ou
impedir as transi¢cdes eletrdnicas necessarias para originar a cor e/ou mesmo
impedir a complexac¢ao do revelador com a molécula.

O processo de purificacéo foi procedido com as fracdes 1 a 12 PAg Il (TPAg
) e 1 a12 PAg lIl (TPAg III).

4.15. CCDP das fracdes TPAg Il e lll — Obtencao de Ccl e Cc2

4.15.1. Fracao TPAg II- Obtencao de Ccl

Apos revelacdo segundo método 3.2.13.3 observaram-se trés manchas em Rf
0,25, 0,39 e 0,5. Embaixo desta ultima ja havia sido visualizada em UV 254 nm uma

mancha com extingdo. A mancha em Rf 0,39 que representava aproximadamente
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65% do total foi raspada e submetida ao processo de extracdo (método 3.2.14),
resultando em 1,6 mg de um residuo oleoso e de cheiro agradavel. Quando este foi
cromatografado sobre silica impregnada com AgNO3 e revelado com vanilina
sulfarica apresentou apenas uma mancha em Rf 0,36. No cromatograma de silica
sem AgNOg, eluida com EP: AcOEt (8:2), p6de-se observar trés manchas, uma em
Rf 0,37, outra em Rf 0,32 e a maior em Rf 0,3 de cor azul escuro apés revelacao
com vanilina sulfdrica, que representou aproximadamente 95% do total. Esta
substancia, nomeada Ccl, foi enviada para andlise por RMN na Universidade de
Bonn, sendo que os espectros obtidos s&o discutidos no item 5.

4.15.2. Fracao TPAg Il — Obtencao de Cc2
Nesta placa foi visualizada uma mancha com extincdo em Rf 0,43 que depois

de revelada (método 3.2.14), adquiriu cor roxa , uma mancha de coloragdo roxa em
Rf 0,31 e a mais intensa (aproximadamente 60% do total) em Rf 0,56. Esta ultima,
de coloracéo entre roxa e rosa, foi raspada e extraida (método 3.2.15.1) resultando
em 2,2 mg de um residuo oleoso que, quando cromatografado sobre gel de silica
sem prata com EP:AcOEt (8:2) mostrou ser constituida por trés substancias, as
minoritarias em Rf 0,2, 0,37 e a majoritaria (90% do total) em Rf 0,29. Esta amostra,
nomeada Cc2, foi enviada para analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas na Universidade de Bonn, mas até o momento os

espectros nao foram recebidos.

4.16. Teste de letalidade para larvas de Artemia salina com
CcleCc2

Apenas Ccl, na concentragcao de 3 pug/mL, apresentou indice significativo de

letalidade para larvas de Artemia salina, com x?= 14,94,

4.17. Extracdo do Oleo essencial de Cordia curassavica

Obteve-se o teor de 6leo essencial de 0,85% (V/m), sendo que a literatura
descreve de 0,5% a 1,1% (AKISUE et al., 1983). O 6leo foi enviado para analise por
GC/MS.
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4.18. Elucidacao estrutural de Ccl

Nos espectros de **C-RMN (Fig. 8, 9 e 10a) foram observados 19 sinais. Os
sinais em 14,51, 23,09 e 32,50 ppm, por apresentarem baixa intensidade em relagéo
aos demais foram considerados como sendo impureza presentes na amostra. Na
tabela 17 estédo os tipos de carbono que correspondem a cada sinal, de acordo com
a analise dos espectros obtidos pelas técnicas DEPT (Fig. 10b, 10c, 11a e 11b). Nos
espectros obtidos pela técnica DEPT 135 (Fig. 10b e 11a) os sinais com
deslocamentos 25,75, 27,12, 30,10, 37,58, 40,13, 40,33 e 61,66 ppm aparecem
invertidos, o que indicou tratarem-se de carbonos metilénicos (PAVIA et al., 1996;
SANDERS e HUNTER, 1993). O ultimo deles, pelo deslocamento que apresenta,
trata-se de um grupo metilénico ligado a um atomo de oxigénio (Tab. 9). Nos
espectros obtidos pela técnica DEPT 90 (Fig.10c e 11b), onde os sinais de metila
desaparecem e os sinais de metinos se intensificam, pode-se observar que 0s sinais
em 16,37, 18,09 e 26,09 ppm desapareceram, o que indicou tratarem-se de metilas.
(SANDERS e HUNTER, 1993; PAVIA et al.,, 1996) Os sinais em 124,77, 124,99,
19,97 e 29,59 ppm nado apareceram invertidos no espectro de DEPT 135 e
apresentaram maior intensidade (exceto o sinal em 19,97) nos espectros da técnica
DEPT 90, o que indicou serem sinais de metinos (SANDERS e HUNTER, 1993;
PAVIA et al., 1996). A baixa intensidade do sinal em 19,97 ppm nestes espectros
apontou a possibilidade de se tratar de dois sinais no mesmo deslocamento quimico:
uma metila, grupamento responsavel pelo sinal mais intenso no espectro **C-RMN
normal e que desaparece no espectro de DEPT 90, e um metino. Os sinais entre 124
e 136 ppm correspondem a carbonos olefinicos (Tab. 9). De acordo com o
observado nos espectros de DEPT os carbonos em 124,77 e 124,99 ppm sé&o
metinos e os sinais em 131,70 e 135,30 ppm, que desaparecem em ambos 0S

espectros obtidos pelas técnicas de DEPT 90 e 135, sao carbonos quaternarios.
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Tabela 7. Tipo de C atribuido a cada sinal do espectro de **C-RMN de Cc1 a partir
das técnicas de DEPT 135 e DEPT 90.

Deslocamento C

(ppm) Tipo de C
16,37 CHs
18,09 [CHs]
19,97

25,75
26,09
27,12 CH,
29,59
30,10 CH;
37,58

40,13
40,33
61,66
124,77
124,99
131,70

135,30
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Fig.8. Detalhe do espectro **C-RMN de Cc1 (regi&o entre 123,5 e 137,5 ppm).

o ™~ = el e I e - N \& gl oy
— g -+ e =t e I s =4 = L2 - o~ laz]
o n o0 = o R =3 v @ = —
) = i =7 - S 2 s = & g
= I = o N I =N o = -
KW ) ‘ ‘ r ‘ ‘ ‘ ‘
A i WW i Jw

' MWWMWWWW L oy

T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14

(ppm)

Figura 9. Detalhe do espectro **C-RMN de Cc1 (regido entre 13 e 41 ppm) com as
setas apontando para os sinais descartados pela baixa intensidade.
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b) Espectro de **C-RMN obtido pela técnica DEPT 135.
Figural0. a) Aspecto geral do espectro de **C-RMN de Cc1 em CDCls.
b) Espectro de **C-RMN obtido pela técnica DEPT 135.
c) Espectro de **C-RMN obtido pela técnica DEPT 90.
As setas apontam para o sinal em 19,96 ppm que foi interpretado como superposi¢cdo de uma metila e um metino
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Figura 11. a) Espectro de **C-RMN obtido pela técnica DEPT 135.

b) Espectro de **C-RMN obtido pela técnica DEPT 90.
As setas apontam para o sinal em 19,96 ppm, proposto como sinais de metino e
metila sobrepostos, ressaltando a diferenca de intensidade.
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O numero de protons correspondentes a cada sinal no espectro de RMNP
total (Fig. 12) foi calculado de acordo com a calibracdo pela integral do sinal do
grupo CH,OH em 3,7 ppm (d obtido da analise da Fig. 15) que corresponde a 2
prétons. Assim o sinal em 0,94 ppm (b obtido da analise da Fig. 15) corresponde a
cerca de 4 prétons; o sinal em 1,3 ppm a 10 H; em 1,6 ppm a 14 H; em 1,7 ppm a 4
H; entre 2,0 e 2,1 ppm a 6 H e o sinal em 5,1 ppm a 2 H. Isto indicaria um total de
aproximadamente 43 H. Este nimero ndo condiz com o niamero esperado para o
composto Ccl partindo-se dos espectros de **C-RMN normal e da técnica DEPT
(Figs. 8 a 11). No espectro obtido pela técnica bidimensional de RMN de HMQC
(Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation) (Fig.17) pode-se observar que o
préton do grupo metino (que estava sobreposto ao sinal de metila em 19,96 ppm)
encontra-se na mesma regiao dos protons desta, em 0,94 ppm, 0 que estaria de
acordo com a presenca de 4 H nesta regido sugerida pela integral. Os prétons da
metila aparecem no espectro de RMNP como um dubleto com constante de
acoplamento de 6,56 Hz (Fig. 13). Analogamente pode ser observado no de HMQC
(fig.17) que os prétons correspondentes ao metileno em 23,09 ppm (sinal
desconsiderado baixa intensidade), o metileno em 32,5 ppm e o0 metileno de sinal
intenso em 37,58 encontram-se no singuleto em 1,3 ppm.

A presenca de impurezas na amostra dificultou a interpretagéo dos sinais nos
espectros de RMNP (Figs. 12 a 15). Aparentemente observa-se um dubleto em 0,94
ppm, singuletos em 1,3, 1,6 e 1,7 ppm e multipletos nas regides entre 2,0 e 2,1 (Fig
13) e 3,66 e 3,76 ppm (Fig. 15). De acordo com o espectro obtido pela técnica
bidimensional de RMN de HMQC (fig.17) os sinais localizados entre 2,0 e 2,1 ppm
correspondem a trés grupos metilénico , em Pode-se afirmar que os
sinais correspondentes aos proton de estdo localizados no multipleto
entre 1,97 e 2,05 ppm e 0s sinais dos prétons de CH, [ multipleto entre 2,05 e 2,12
ppm. Os deslocamentos atribuidos a estes prétons foram 2,09 ppm.
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Calibrado por este sinal que deve corresponder a 2 prétons
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Figura 12. Espectro de RMNP geral de Cc1l obtido em CDCl; e aparelho de 500 MHz.

63



P 9Ty
ST'ESh %
+0°09%

69°S9F /

STTLY W

LL'L86
P66 w

SET00T %
65°6001 \‘
0€°9T0T

£ AU}
LOSE0T
LTTPOY
L 601

0.6

0.8

1.0

1.2

14

1.6

1.8

2.0

2.2

(ppm)
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Figura 14. Detalhe ampliado do espectro de RMNP de Cclem CDCl; (500 MHz). (regido entre 1,89 e 2,21 ppm).
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Figura 15. Detalhe ampliado do espectro de RMNP de Cclem CDCl3 (500 MHz). (regiao entre 3,6 e 5,2 ppm).
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Figura 17. Detalhe do espectro bidimensional de RMN de HMQC de Ccl,
assinalando as correlagbes para os carbonos e prétons alquilicos em campo mais
alto ( regido entre 14 e 43 ppm).
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Através dos espectros obtidos pela técnica HMQC (Fig.16 e 17) que relaciona
os carbonos com os prétons diretamente acoplados (PIHLAJA e KLEINPETER,
1994; CROASMUN e CALSON, 1994) pbde-se observar os dados da tabela 8
abaixo.

Tabela 8. Sinais de deslocamentos quimicos dos H relacionados aos C que estédo

diretamente acoplados de acordo com os espectros obtidos da técnica de HMQC.

H diret. Ligado HMQC

Deslocamento C (ppm) | Tipode C (bpm)
TR i
16,37 CH;s 1,6
18,09 [CHs | [16]
19,97
23,09 CH; Sem correlacéo
25,75 CH, 2,02
26,09
27,12
29,59 1,59
30,10 CH; 1,3
32,3 CH, 1,3
37,58
40,14
40,33 1,53
61,66 CH,OH 3,7
124,77
124,99 CH= 5,15
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O sinal no espectro de RMNP em 3,67 ppm foi atribuido aos prétons do grupo
metileno ligado a hidroxila. Este deslocamento quimico € caracteristico para este tipo
de grupamento, pois a eletronegatividade do oxigénio acarreta na desblindagem
destes proétons, fazendo com que aparecam em campo mais baixo (PAVIA et al.,
1996).

Na analise por CCD ao final do processo de purificacdo da amostra haviam
sido percebidos sinais de impurezas. O carbono metilénico em 23,09 ppm no
espectro de **C-RMN, de intensidade relativamente baixa do sinal, ndo apresentou
correlacdo com hidrogénios nos espectros obtidos pela técnica de HMQC (Tab. 8 e
Fig. 17), confirmando que este deve corresponder a impurezas presentes na
amostra. Os outros sinais que também foram considerados de impureza da amostra
pela baixa intensidade relativa nos espectros de *C-RMN, o carbono de metila em
14,5 ppm e o do grupo metilénico em 32,3 ppm apresentaram correlacdes nos

espectros de HMQC com sinaisde Hem 0,9e | 1,3

ppm, respectivamente.

Nos espectros obtidos pela técnica de HMQC, COSY (Correlated
Spectroscopy) (Fig. 18) e HMBC (Figs. 21 a 25) pode-se observar que 0s sinais dos
e ppm
respectivamente, aparecem duplos. Isto indica que tais grupos estdo ligados a um
carbono quiral (PAVIA et al.., 1996).

Os sinais foram

com deslocamentos em

protons de (&g e

interpretados conforme o0s valores caracteristicos de

deslocamento quimico (Tab. 9), de acordo com a literatura :

Tabela 9. Deslocamentos quimicos tipicos para C e H ( Silverstein, 1994).

Deslocamento C Deslocamento H
Tipo de C Tipo de H
ppm ppm
0-30 CHs 05-15 CH3CR3
0-45 Alcanos 1-1,7 CHs
25-45 CH. aciclico 15-2 CH3-CR=CH
30-60 CH aciclico 1-2 R3CH
110 - 150 Algueno 45-7 RCH=C R,

30-60 CH,-O- 1-55 R3C-OH
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Figura 18. Espectro bidimensional de RMN proténica de Ccl, obtido pela técnica de

HH-COSY.
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Figura 19. Detalhe ampliado do espectro bidimensional de RMN protonica de
Ccl,pela técnica de HH-(regido entre 0,8 e 2,4 ppm).
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Figura 20. Detalhe ampliado do espectro bidimensional de RMN proténica de Ccl,

obtido pela técnica de HH-COSY (regido entre 5,0 e 5,2 ppm).
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Tabela 10. Correlacdes entre os grupos de prétons a partir dos espectros obtidos

pela técnica de COSY.

Deslocamento C Tipo de C H diret. ligado deslocamento de
(ppm) HMQC (ppm) H relacionado
16,37 CHs 1,6
18,09 [CHs] [16]
19,97
25,75 CH, 16 ou [T
27,12 2,09 170 | |
29,59 1,59
30,10 CH, | 1,3 0,9
37,58
40,13 CH, 2,00 1.6 ou G
40,33 CH, 1,53
61,66 153
124,77

T
124,99 CH= 5,15
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Figura 21. Espectro bidimensional de **C-RMN x RMNP de Ccl, obtido pela
técnica de HMBC.
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Figura 22. Detalhe do espectro bidimensional de RMNP x **C-RMN de Cc1, obtido
pela técnica HMBC (regido 0,08 a 2,15 ppm x 108 a 138 ppm).
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Figura 23. Detalhe do espectro bidimensional de RMNP x **C-RMN de Cc1, obtido

pela técnica HMBC (regido 0,08 a 2,15 ppm x 16 a 64 ppm).
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Figura 24. Detalhe do espectro bidimensional de RMNP x **C-RMN de Cc1, obtido
pela técnica HMBC (regiao 0,825 a 0,960 ppm x 28 a 41,5 ppm).

j - /k 3

38.
: 139.
N 139.1

ikl

|
%

\ o //“ [40.
A\ rJ

W 140..

[41..

R S S
B
——

(ppm) 208  2.00 1.92 1.84 1.76 1.68 1.60

Figura 25. Detalhe do espectro bidimensional de RMNP x **C-RMN de Cc1, obtido
pela técnica HMBC (regidao 1,54 a 2,14 ppm x 38 a 41 ppm).
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Tabela 11. Acoplamentos entre grupos de H e C a distancia a partir dos espectros

obtidos da técnica de HMBC.

Deslocamento C Tino de C H diret. ligado | deslocamento de
(ppm) P HMQC (ppm) H acoplados
16,37 CHs; 1,6
18,09 CHs | 16 |
19,97 1,53
25,75 2.02 (sl (1,6 ou -
26,09 1,70 1,6 ou
27,12

21 200|202

3,67
29,59 1,59
30,10 [CH,] [ ] sem correlagdo
2758 m@
40,13 CH, 201 2] [1.6 ou [HEH
40,33 1,59
61,66 CH,OH 1,53
1,6+++

124,77 5,12 [ |

1,70+++

2.00++
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Tabela 11 — (Continuacgéo)

124,99

2.00+++

131,71
CR4

2,00 +++ | 1,70+++

1,6+++
135,30 _ L6+++

2,02 +++

Observando-se os sinais e correlacdes dos carbonos e nos

espectros obtidos pelas técnicas de COSY e HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond
Correlation) pode-se afirmar que estes atomos estdo ligados. O mesmo pode ser
observado para os carbonos eigER (H e ppm) g &z7 | . Assim pode-se

propor as seguintes estruturas parciais para Ccl (fig.26).

o oo

Figura 26 — Estruturas parciais 1 e 2 propostas para Ccl

O acoplamento do grupamento (com deslocamento de prétons
em ppm) com o grupament ppm ) pode ser observado tanto

nos espectros de COSY como nos de HMBC. O grupamentonestes espectros
acopla com os Hidrogénios do grupamento ( ppm), assim como o
grupamento e 0 atomo de carbono acoplam com os hidrogénios do
grupamento|ie{Z . Isto sugeriu que estas duas estruturas estejam ligadas conforme
a figura 27.
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CHg3

R T

Figura 27 - estrutura parcial 3 de Ccl, formada a partir dos fragmentos 1 e 2

O quarto fragmento (Fig. 28) foi formulado partindo-se da observacédo que 0s

grupamentos (C em deslocamento 37,58 ppm) e (&g

(40,33 ppm), estao

ligados a um centro quiral, o carbono com deslocamento 29,59 ppm do grupamento

@l . Este grupamento acopla fortemente com a metila

com deslocamentos

de carbono e hidrogénio em 19,97 e 0,94, respectivamente, nos espectros de COSY

e HMBC (Figs. 21 a 25). Nos espectros de HMBC também pode ser observado o

acoplamento daquele metino com o metileno ), com a metila em 19,97 e o

metileno ligado a hidroxila, além do acoplamento da metila

com oS metilenos

e

hidroxila

e 0 proprio metino . O metileno acoplado a

demonstra estar ligado ao metileno §eigPM pelo forte

acoplamento observado nos espectros de COSY e HMBC (figs. 21 a 25). Isto

forneceu a quarta estrutura parcial (Fig. 28).

/h NG

Figura 28. Fragmento 4 proposto como estrutura parcial
grupamento funcional alcool.

de Ccl, contendo o

Nos espectros de COSY pode-se observar que os prétons do metileno L2s2

com deslocamento em ppm acoplam fortemente com os prétons do metileno
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com deslocamento em ppm. Nos espectros de HMBC (Figs. 18 e 19)

0s protons do grupamento metilénico ( ppm ) também acoplam com o

carbono do metileno , 0 que sugere que o fragmento 4 esteja ligado por este

carbono ao fragmento 3, resultando na estrutura abaixo representada, que de
acordo com a literatura corresponde ao 2,3-di-hidrofarnesol (DHF) (Fig 29).

E{\/Hﬁ\{m/ ﬁ‘o|+

Figura 29. Estrutura proposta para Ccl.

Na tabela 12 estdo dispostos os dados de RMNP de Ccl em comparacao
com os dados encontrados na literatura para o DHF. VIG e colaboradores (1979)
descrevem o espectro de RMNP em CDCl,; medido em 60 MHz do isdmero E(+)-di-
hidrofarnesol obtido por sintese. O trabalho apresenta a férmula C;sH2sO para a
substancia, mas descreve apenas 0s sinais correspondentes a 26 protons. O sinal
do metino saturado (registrado no espectro de RMNP de Ccl enm ppm) nao é
mencionado. Mas 0s outros sinais sao bastante semelhantes aos sinais de Cc1.

THOMAS e OZAINNE (1978) descrevem para o isébmero (-)Z-di-hidrofarnesol
(isolado da resina de Galbanum) e para o isbmero (x)-E-di-hidrofarnesol, preparado
a partir do nerolidol, os espectros de RMNP medidos em CDCl3, 90 MHz. Os sinais
também sdo bastante semelhantes aos obtidos para Ccl, com a ressalva de que
também ndo mencionam os sinais de prétons correspondentes ao metino saturado
(1,59 ppm para Ccl) e aos dois metilenos saturados ligados a ele. Todos aparecem
no espectro de Ccl entre 1,3 e 1,6 ppm.

SAPLAY e colaboradores (1980) apresentam dados de RMNP dos dois
isbmeros do di-hidrofarnesol em CDCl,; (90 MHz), sendo os sinais dos prétons
olefinicos descritos como “tripleto com ma resolucao”; os sinais correspondentes ao
metino saturado, aos metilenos saturados (entre 1,3 e 1,6 ppm) e aos metilenos

alilicos (entre 2,0 e 2,1 ppm) ndo sao descritos.
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O sinal do metino quiral do di-hidrofarnesol ndo é mencionado em nenhum
dos trabalhos citados, enquanto os sinais dos metilenos saturados sao descritos
apenas por Vig e colaboradores (1979). Os autores mencionados chegaram a
proposicdo as estrutura do DHF com base também em dados de espectros de
massas e infravermelho. Em fung&o da pequena quantidade de amostra, a obtencao
de outros espectros para Ccl ficou prejudicada. Nao foram encontrados na literatura
dados espectrais para o DHF obtidos nas mesmas condi¢cdes que Ccl (500 MHz,
CDCI3), mas os espectros de Ccl obtidos, sobretudo os espectros bidimensionais,
parecem coerentes com a estrutura proposta.

A andlise dos dados de RMNP em CDCl; (500 MHz) de Ccl (Fig. 12 a 15) e
sua comparacao com os dados da literatura para o di-hidrofarnesol permite propor
gue o composto isolado seja este alcool sesquiterpénico. Sugere-se que 0 composto
isolado corresponde ao 2,3-dihidro-6(E)-farnesol devido ao deslocamento
apresentado pelos protons da metila em 1,6 ppm. Estes, de acordo com SAPLAY e
colaboradores (1980), na estrutura trans, deslocam-se para campo mais alto, em
1,67 ppm (Tab. 12). O carater e a intensidade do sabor e do aroma deste composto,
bem como seus efeitos como ferormonios estédo relacionados a sua estereoquimica
(BARTSCHAT et al., 1997).

O citronelol € um alcool monoterpénico muito semelhante a parte da estrutura
do di-hidrofarnesol. Nos espectros de *3C RMN obtidos pela técnica DEPT (Fig. 31)
e no espectro bidimensional de RMN protbnica obtido pela técnica de HH-COSY
(Fig. 31) deste composto (PAVIA et al.,1996), o deslocamento quimico do C8
(metila) do citronelol é diferente de Ccl, pois no di-hidrofarnesol trata-se de um
grupo metilénico que conecta esta parte da molécula a outra unidade isoprénica
deste sesquiterpeno. No espectro bidimensional de RMN protdnica obtido pela
técnica de HH-COSY (Fig. 32) do citronelol pode-se observar, além da semelhanca
com os espectros de Ccl obtidos pela mesma técnica (Figs. 18 e 19), os sinais
dobrados dos grupos metilénicos 2 e 4, devido a presenca do centro quiral em C3.

Na literatura disponivel consultada (FACKE e BERGER, 1995) foi encontrado
um espectro de **C-RMN do farnesol em CDCl;, 500 MHz. A figura porém é pequena
e nao relaciona os sinais aos carbonos correspondentes. Pode-se entretanto fazer

uma comparacéo geral dos espectros:
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- Regido entre 15 e 20 ppm: trés sinais de C para o farnesol x trés sinais
para Ccl;

- Regido entre 23 e 30 ppm: quatro sinais de C para o farnesol x quatro
para Ccl;

- Regido de aproximadamente 40 ppm: um sinal de C para farnesol x
trés sinais para Ccl;

- Regido de aproximadamente 60 ppm: um sinal de C para farnesol x um
sinal para Ccl;

- Regido entre 120 e 125 ppm: trés sinais de C para o farnesol x dois
para Ccl;

- Regido entre 130 e 140 ppm: trés sinais de C para o farnesol x dois
para Ccl;

As diferencas de deslocamento quimico apresentadas podem ser explicadas
pela presenca de mais uma insaturacdo no farnesol, onde os carbonos 2 e trés
aparecem em campo mais baixo (entre 120 e 140 ppm) e os carbonos ligados
diretamente a eles em deslocamentos diferentes de Ccl.

O di-hidrofarnesol foi descrito originalmente em 1924, somente em 1972 foi
considerado ser um produto natural, formado pela reducdo enzimatica do farnesol
nas pétalas de rosa (THOMAS e OZAINNE, 1978). Atualmente sabe-se que ele faz
parte da composicdo do O6leo essencial de algumas espécies Leptospermum
(BROPHY, 1999), no pericarpo de Fagara macrophylla e Zanthozylum rigidifolium
(REISCH et al.., 1985), e na alga Sargassum nigrifolium (SAKAGAMI et al., 1990)

O di-hidrofarnesol também foi encontrado nas secre¢des marcadoras volateis
de algumas abelhas dos géneros Bombus e Alpinobombus, na secrecéo de
glandulas paracloacais de crocodilos (WHEELER et al., 1998), em cepas de
mutantes do fungo Ceratocystis coerulescens (SPRECHER et al.,, 1975), na
secrecéo de vespas fémeas de Eucera (KULLENBERG et al., 1973) e na secrec¢éo
de glandulas temporais de elefantes africanos (GOODWIN et al., 1999).

HARADA e colaboradores (1996) descrevem a producdo de um perfume
contendo (6E)-2,3-di-hidrofarnesol na forma trans-trans. Segundo os autores, este
perfume apresentou excelente qualidade de fragrancia, nenhuma sensibilizacao e

também apresentou atividade antibacteriana.
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Tabela 12. Comparacao dos dados de RMNP de Ccl e do di-hidrofarnesol da
literatura.

Dados *Vig et. *Thomas e ***Saplay et. al.,
Ccl al., 1969 Ozainne, 1978 1980
CDCls;, CCly, 60
_ 500 MHz MHz CDCl3, 90 MHz CCly, 90 MHz
Tipo de ®)-2.3-
c Hdiret, | (23 | 23 Igiigrg | (D-2.3- 1 (+)-2,3-
Li ado. dihidro- | dihidro- 6(E)- dihidro- | dihidro-
(pgpm) 6(E)- 62 |tamon | 6@- | 6(E)-
farnesol | farnesol ol farnesol |farnesol
d 9’_9?;4‘; 001,d |091,d| 089 | 089
4H 3H_ metil 3H 3H d d
J=6,56 Hz J=6 Hz J=6Hz | J=6 Hz | J=6 Hz
saturado
S| 1728 ] ] ] ]
10H 4H
metilenos
CH - - . .
2 16 saturados
14 H i ) i ) )
S
1,62 1,6,s
CHs ' 1,62 . 1,6
1,;32 3H 6H 3H S
- 9 H 17 S 1,67 6H
1,7 metil 6’H S 1,67
CH, S alilico 6H S
3H 3H
CH, 2,01 ] _
20-21 | 6H | 20-21 1’3?‘
“m” metilen d s - -
6 H oS 6 H 6 H
CH, alilicos - -
3,68, t
3,68, t 3,68, t S 3,6, t 3,6, t
H H “ ” ) ’ ’ ) = 1Yy 1Yy
CH,O 3,7 il 2H J= 6 Hz JHZB J=7Hz | J=7Hz
- Mls12 5,01
S - d 2H 5,12 512 5,05 5,05
m t t t t
CH= 5,15 [} protons J=6 J=6 2H 2H
olefinicos
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Figura 30. Estruturas do di-hidrofarnesol comparando dados de RMNP de Cc1( D

e da literatura (

).

A: (+)-2,3-di-hidro-6(E)-farnesol, CCl, e 60 MHz (VIG et al., 1979).
B: (¥)-2,3-di-hidro-6(E)-farnesol, CDCl; e 90 MHz (THOMAS e OZAINNE, 1978).
C: (+)-2,3-di-hidro-6(E)-farnesol, CCl, e 90 MHz (SAPLAY et al., 1980).
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Figura 31. Comparacao do espectro DEPT 135 do citronelol (PAVIA et al., 1996)
e estrutura proposta para Ccl.
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Figura 32. Comparacao do espectro HH COSY do citronelol (PAVIA et al., 1996)

e estrutura proposta para Ccl.
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A sintese do DHF ja foi descrita por varios autores (VIG et al., 1979;
MOISEEENKOV et al., 1989; SAPLAY et al., 1980), assim como a separagao de
esteroisbmeros através de cromatografia gasosa enantioseletiva multidimensional
capilar (BARTSCHAT et al., 1997).

N&o foi encontrada na literatura nenhuma referéncia a testes farmacoldgicos
realizados com o di-hidrofarnesol. Para o farnesol ja foram descritas varias
atividades. HAUG e colaboradores (1994) demonstraram a diminuicéo da viabilidade
das células de linhagem CEM — C1 de leucemia humana aguda quando incubadas
com o farnesol, sendo sugerida mais tarde a existéncia de sitios de ligagdo ao
farnesol nestas células (YAZLOVISKAYA et al., 1997). Em 1995 YAZLOVISKAYA e
MELNYKOVYCH, pela toxicidade consideravelmente maior do farnesol observada
para células neoplasicas que para células normais, sugerem o envolvimento de
proteina quinase C na toxicidade deste composto. Burke et al.. (1997) comprovaram
a inibicdo do crescimento de células tumorais pancreaticas (MIA PaCa2) em cultura
e em ratos. Para este sesquiterpeno, também foram descritas atividades como:
diminuicdo da pressdo sangiinea através do bloqueio de canais de calcio (LUFT et
al.,1999; ROULLET et al., 1999); modulacdo da permeabilidade de membrana de
células gliais da retina humana (BRINGMANN et al., 2000); estimulacdo da
diferenciacdo em queratindcitos epidérmicos (HANLEY et al., 2000).

No bioensaio de letalidade para larvas de Artemia salina o composto Ccl
apresentou x° de 14,94 (significativa para a=0,01) na concentracdo de 3 pg/mL
(13,39 nM de di-hidrofarnesol), o que correspondeu a 86,67 % de letalidade. O
lapachol, naftoquinona de comprovada atividade antitumoral, demonstrou uma CLsg
de 16,7 pg/mL neste bioensaio (DUARTE et al., 2000). A cacospongionolida E,
isolada da esponja Fasciospongia cavernosa, demonstrou ser um potente
antiinflamatorio como inibidor da fosfolipase A2 sinovial e também apresentou
significativa atividade no bioensaio de A. salina (De ROSA et al.., 1998). Quando
comparadas as doses administradas per os e a porcentagem de inibicdo do
granuloma induzido por “pellets” de algodao pelo extrato bruto de Cordia curassavica
(dose de 1,24 mg/kg, no 4° dia com % inibicdo 16,4%) e da artemetina (dose de
67,07 mg/kg, no 6° dia com % inibicdo 13,7%) pode-se sugerir que o efeito
antiinflamatorio do extrato ndo deve estar associado apenas a artemetina, mas

também a outras substancias que provavelmente agem em sinergismo com a
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flavona. O efeito sobre o granuloma foi mais pronunciado na administragéo tépica do
extrato que com a mesma dose administrada per os (SERTIE et al., 1988; SERTIE et
al.,1990). Isto pode indicar a presenca de outra(s) substancia(s) ativa(s) com
capacidade de atravessar a barreira cutanea, eventualmente o proprio di-
hidrofarnesol poderia estar envolvido nesta atividade antiiflamatéria do extrato bruto.
Entretanto ha a necessidade de testes especificos com este sesquiterpeno para
confirmacéo desta hipoétese.

Como foram necessarios aproximadamente 7 kg de planta para o isolamento
de 1,6 mg do composto e sua sintese ja foi descrita (MOISEENKOQV et al., 1989; VIG
et al.,, 1979; SAPLAY et al., 1980) o mais pratico seria produzir uma quantidade
maior de di-hidrofarnesol e a partir dai serem realizados varios testes
farmacoldgicos, dentre eles a atividade antitumoral, ja que Ccl apresentou atividade
interessante, comparavel a do lapachol no teste de letalidade para larvas de Artemia

salina e este bioensaio possui boa correlacdo com atividade citotoxica.
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. Conclusodes

Os extratos obtidos pela maceracdo das folhas de Cordia curassavica em éter de
petréleo foram o0s mais ativos no ensaio de letalidade para larvas de Artemia

salina;

O bioensaio com larvas de A. salina foi util no fracionamento dos extratos de C.

curassavica;

A utilizacdo de gel de silica impregnado com AgNO3; mostrou-se um método
eficaz na separacdo de compostos com minimas diferencas estruturais e

polaridade, tendo possibilitado o isolamento de Ccl das fragcfes ativas;

A partir dos dados de RMN uni e bidimensional foi possivel elucidar a estrutura

de Ccl como sendo o 2,3-dihidrofarnesol;

Cc1 apresentou um indice de letalidade para larvas de Artemia salina de 86,67%

(x2=14,94, a= 0,01) na concentracao de 3 pg/mL;

A obtencado de quantidades suficientes para realizacdo de testes farmacologicos,
biolégicos e toxicologicos do 2,3-dihidrofanesol a partir de Cordia curassavica
com os métodos descritos no trabalho ndo € economicamente viavel, nem seria

ecologicamente correta.
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