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Resumo

7

Hedyosmum brasiliens#liq. Chloranthaceae é um arbusto diokeo
endémico no Brasil. Pertencente a familia Chloranthaceaeseusa-
popularmente como calmante, anti-inflamatério e afrodisiaco na forma de
cha ou macerado em vinho branco. O presente trabalho € uma continuacao
dos estudos anteriores que teve como objetivo estudar fitoquimicamente
as fracdes diclorometano, acetato de etila e aquosa do extrato etandlico e
também o extrato aquoso desta espécie. Cinco sesquiterpenoides (um
inédito) e onze fendlicos foram isolados e caracterizados neste trabalho.
Das fragbes diclorometano, acetato de etila e aquosa foram isoladas e
caracterizadas seis substancias que estdo sendo descritas pela primeira
vez paraHedyosmum brasilienséaromadendraneB4lOa-diol, acido
rosmarinico, rosmarinato de etila, canfecakferol-3-$-O-glucuronideo

e oresbiusina) e trés substancias (3,4-dihidroxibenzaldeido, &cido 4-
hidroxi-3-metoxibenzoico e escopoletina) que ja foram descritas
previamente paraHedyosmum brasilienseEntre estas substancias
podoandina, aromadendran®;#0u-diol e onoseriolideforam avaliadas
contra o efeito induzido pelo peptideamiloide 1-42 (41-42) na tarefa

de esquiva passiva, um modelo de Alzheimer em camundobgos.
extrato aquoso a lactona sesquiterpénica inédfieadetoxyeudesma-
3,7(11)- dien- 8,12 - olide foi isolada e caracterizada. Ainda, pelo
método desenvolvido por cromatografia de particdo centrifuga, acido
rosmarinico foi isolado em uma etapa Unica. Além disso, acido isorinico,
urolignosideo, (38R)-5-metoxidiidrodesidrodiconiferil alcool-@®--b-
glicopiranosideo, canferol, canfere330-p-glucuronideo, podoandina,
onoseriolideo e 15-hidroxi-isogermafurenolideo foram isolados e
identificados. O extrato aquoso e 0 acido rosmarinico foram avaliados
contra Mycobacterium tuberculosisAs substancias foram elucidadas
através de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e
espectrometria de massas, em comparacao com dados ja pubkcados.
metodologia desenvolvida por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas com ionizagcaeledrosprayproporcionou a
quantificacdo do acido rosmarinico (188 mg/g do extrato aquoso),
onoseriolideo (1,7 mg/g do extrato aquoso) e podoandina (1,9 mg/g do
extrato). Quanto aos testes bhiolégicos, a podoandina, aromadendrano-
4B,100-diol e onoseriolideoreverteram signifidivamente o efeito
induzido pelo peptidef-amiloide 1-42(Ap1-42) na tarefa de esquiva
passiva, um modelo de Alzheimer em camundorfgiosla a podoandina,
onoseriolideo e 15-acetoxi-isogermafurenolideo relaxaram os anéis



aorticos e corpo cavernoso. Entretanto, a avaliacdo do extrato aquoso e
acido rosmarinico contraMycobacterium tuberculosi:ido mostrou
nenhuma atividade

Palavras chaves: Chloranthaceae, Hedyosmum  brasiliense
sesquiterpenoides, fendlicos



Abstract

Hedyosmum brasilienskliq. Chloranthaceae is a dioecious shrub and
endemic in Brazil. Belonging to the Chloranthaceae family, it is popularly
used as a sedative, anti-inflammatory and aphrodisiac in the form of tea
or macerated in white wine. The present work is the continuation of
previous studies that has as its objective to study phytochemically the
dichloromethane, ethyl acetate and water fractions of the ethanol extract
andthe aqueous extract of this species. Five sesquiterpenoids (one new
andeleven phenolic compounds were isolated and characterized in this
work. Six substances that were isolated and characterized from the
dichloromethane, ethyl acetate and aqueous fractions, are being described
for the first time for this species (aromadendrapgidu-diol, rosmarinic

acid, ethyl rosmarinate, kaempferol, kaempfere®B3-D -glucuronide

and oresbiusin) and three substances (3,4-dihydroxybenzaldehyde, 4-
hydroxy-3-methoxy benzoic acid and scopoletin) which have been
previously described for this spesi@mong these substances, podoandin
aromadendranep4 1n-diol and onoseriolide were evaluated against the
B-amyloid peptide ¥2 (AB1-42) in the passive avoidance task, a model

of Alzheimer in mice. From the aqueous extract the new sesquiterpene
lactone 1B-acdoxyeudesma-3,7 (11) - dien8,12 - olide was isolated

and characterized. Furthermore, through a one-step method by centrifugal
partition chromatography rosmarinic acid was isolated from the aqueous
extract. Moreover, isorinic acid, urolignosidé/S, 8R) -5-alcohol
methoxydihydrodehydrodiconiferyl-4-@-D-glucopyranoside,

kaempferol, kaempferol-@-B-D-glucuronide, podoandin, onoseriolide
and 15-hydroxy-isogermafurenolide were isolated and identified as
already known substances. The aqueous extract and rosmarinic acid were
evaluated againtMycobacterium tuberculosis while podoandina,
onoseriolide and 15-acetoxy-isogermafurenolide were evaluated. The
compounds were elucidated by nuclear magnetic resonance spectroscopy
and mass spectrometry and in comparison with previously reported data.
A methodology based on liquid chromatography coupled to mass
spectrometry with electrospray ionization, was used for the quantification
of rosmarinic acid (188 mg/g of aqueous extract), onoseriolide (1.7 mg/g
of agueous extract) and podoandin (1.9 mg/g of the aqueous eXtaact).
biological tests, podoandin aromadendrafieidy:-diol and onoseriolide
significantly ameliorated théamage caused by the 3-amyloid peptide 1-

42 (AB1-42) in the passive avoidance task, a model of Alzheimer in mice.
Moreover, podoandin, onoseriolide and 15-acetoxy-isogermafurenolide



relaxed aortic rings and corpus cavernosum. However, the evaluation of
the aqueous extract and rosmarinic acid agaMgtobacterium
tuberculosisdid not demonstrate any activity.

Keywords: Chloranthacead;ledyosmum brasilienssesquiterpenoids,
phenolic compounds
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Introducéo Geral

O nosso universo complexo esta em constante crescimento, seja
na sua expansa8RUSTEIN; KUPFERMAN, 2012 ou em conhecimento
(BRADFORD, 2014; FRANZONI; SAUERMANN, 2014; TATEO, 2014
Segundo Hefner2012, a nossa espécielomo sapiensapareceu neste
mundo ha cerca de 200.000 anos atras e deparou-se com a necessidade d
utilizar a sua imaginagao e inteligéncia para desfrutar da natureza em
busca da sobrevivéncia. Nesse proces®mo sapiengem explorado
véarias frentes, inclusive plantas, das quais tem aproveitado para uso
medicinal, como fonte de alimentacdo, material de construcéo, para uso
ornamerdl, entre outros. Um dos primeiros relatos do uso das plantas
para fins medicinais foi em 2600 a.C. pelo povo da Mesopotamiaaonde
informacéao sobre o uso de algumas plantas medicinais Cedroissyp,
Cupressus sempervirer@lycyrrhiza  glabra  espécies de
Commiphora ePapaver somniferurforam escritas em tabuletas de
argila(GURIB-FAKIM, 2006).

Atualmente, os relatos de plantas medicinais aumentaram e
podem ser encontrados em livros, paginas da internet, bancos de dados
entre outrogIWuU, 2014; SOFOWORA, 2010A Organizacao Mundial de
Saludetem incentiado os estudos sobre plantas medicinais, visto que
cerca de 65% a 80% da populacdo em paisetesenvolvimento fazem
uso destas. Por isso, este 6rgado tem publicado monografias que foram
avaliadas pelos especialistas oriundos de mais de 40 paises para ser
referéncia cientifica ndo s6 para as autoridades de salude, mas para
cientistas, farmacéuticos e o publico em g@xdO, 2014)

A busca constante por substancias ativas é feita através de
técnicas fitoquimicas como cromatograficas e espectroscopia de
ressonancia nuclear, que por sua vez vem sendo aprimoradas ou
melhoradas.ssotem levado ao isolamento de varios produtos naturais de
importancia clinica como artemisinina, vincristina e paclitaxel de plantas
como Artemisia annua Catharanthus roseuse Taxus brevifolia,
respectivamenté©ESMARCHELIER, 2010) Além disso, varias espécies
como Gingko biloba e Panax ginsengja apresentam extratos
padronizados fitoquimicamente para o uso como fitoterap&as!s,

1997; OKENet al, 1998) damonstrando o crescimento desta area.
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Hedyosmum brasilienseconhecido popularmente como
“Cidrdo”, € um arbusto que pertence a familia Chloranthaceae, sendo
usado popularmente como calmante, anti-inflamatério e afrodin&aco
forma de cha ou extrato em vinho branB&Ifz, 1965) Embora esta
espécie apresente-se de forma endémica no Brasil e usada na medicina
tradicional, sdo poucos os estudos sobre 0s seus constituintes quimicos e
suas atividades biol0gicéSMOAH et al, 2013; GONCALVESet al, 2012;
KIRCHNER et al, 2010; TOLARDOet al, 2010; TRENTINet al, 1999) Este
trabalho é a continuacao do trabalho antgd®tOAH, 2011) e busca
aprofundar a pesquisa desta espécie uma vez que sdo encontrados
documentados na literatura apenas nove artigos ddbdyosmum
brasiliensee destes somente trés descrevem o isolamento e caracterizagéo
de metabdlitos secundarios.

Para fins didaticos este trabalho esta organizado em quatro
capitulos apresentados a seguir:

O capitulo 1 apresenta uma revisdo sobre plantas medicinais, a
familia Chloranthaceae,Hedyosmum brasilienseas classesde
substancias que ja foram isoladasHkedyosmum brasiliense as suas
atividades bioldgicas ou farmacoldgicas.

O capitulo 2 apresenta a continuacdo do isolamento e
caracterizagéo de substancias oriundos das fragdes remanescentes durante
0 projeto anterior, ao saber: fracdes diclorometano, acetato de etila e
aquosa.

O capitulo 3 descreve o processo de isolamento e caracterizagéo
dassubsténcias encontradas no extrato aquobledgosmum brasiliense
usando técnicas como cromatografia de particdo centrifuga
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (L&-MS)
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e

O capitulo 4 apresenta a quantificacao das principais substancias
no extrato aquoso desta planta usando LC-MS.

Ao final, é apresentada o capitulo 5 que trata a discussdo geral dos
resultados obtidos, assim como conclusfes e perspectivas.
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Capitulo 1 - Revisdo da Literatura: Plantas medicinais,
Chloranthaceae,Hedyosmum brasiliense e seus principais
constituintes quimicos.

1.1 Plantas Medicinais

Plantas medicinais podem ser de facil acesso e por estagazao,
seu uso estad crescendo com popularidade em paiseser@osua
utilizacdo continua a ser generalizada em paises em desenvolvifento.
organizacdo mundial de salde estima que aproximadamente 65% a 80%
da populacdo em paises em desenvolvimento facam uso destas e o
mercado global de plantas medicinais chegara ao valor de cinco trilhbes
de ddélares em 205CHAUDHARY; SINGH, 2011) Recentemente, Cragg
e colaboradore$2014) mostraram a importancia de produtos naturais
onde plantas medicinais participam também como uma importante fonte
no desenvolvimento de medicamentos.

A regido neotropical abrange um terco da biodiversidade
botanica do plane{® ESMARCHELIER, 2010) porém ha poucos estudos
sobre as espécies pertencentes a esta regido. O Brasil, que possui 15 a
20% da biodiversidade mundial ndo foge muito desta realidade.
Percebendo a importancia de plantas medicinais como matéria-prima para
a fabricacdo de fitoterapicos e outros medicamentos, além da sua
utilizacéo em praticas populares e tradicionais como remédios, o0 governo
brasileiro criou uma politica nacional de plantas medicinais
fitoterapicos (PNPMF)SAUDE, 2006) A PNPMF tem como objetivo
garantir a populacao brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o0 uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indUstria
nacional. Alguns autores propuseramecessidade de despertar estudos
multidisciplinares como botanica, farmacologfdoquimica em parceria
com a industria farmacéutica para descobrir novos medicamentos e
padronizar plantas medicinais como fitoterapi@SHLIN et al, 2010;
MACIEL et al, 2002)

1.2 Chloranthaceae
Chloranthaceae é uma das familias de angiospermas mais

primitivas quetem desempenhado um papel de destaque na compreensao
da origem e diversificacao inicial de angiospermasolucdo das ssa
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flores(ANTONELLI; SANMARTIN, 2011; SUet al, 2014) Compreendendo

ervas, arbustos e arvores aromaticas, a Chloranthaceae possui entre 65 a
75 espécies que sao distribuidas em quatro génekesarina,
Chloranthus, Sarcandra e HedyosmumNTONELLI; SANMARTIN,

2011; SOUZAet al, 2008; Skt al, 2014) Podem ser encontradas em locais
como Madagascar, Himalaias tropical, sul, leste e sudeste da Asia, Nova
Zelandia e América tropicdMETCALFE; CHALK, 1979; SOUZAet al,

2008)

Quimicamente, j& foram encontrados na familia Chloranthaceae:
terpendides, flavonéides, cumarinas, acidos organicos, amidas e
esterdides. Entre os terpendides, ja foram relatados monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos, e triterpenos, sendo 0S
sesquiterpenos 0s componentes mais expressivos. Mais de 70
sesquiterpenos e derivados ja foram encontrados, e os esqueletos tipicos
identificados até o momento sdo: lindenano, eudesmano, germacrano,
elemano, cadinano e acoran&s lactonas sesquiterpénicas do tipo
lindenanolideo (seus dimeros e trimeros) tém sido consideradas por
alguns autores os principais marcadores quimiotaxonémicos da familia
(ACEBEY et al, 2007; CACet al, 2008; KAWABATA; MIZUTANI, 1988). A
figura 1 mostra algumas substancias que foram encontradas em
Chloranthaceae.

Entre as atividades biologicas verificadas para algumas espécies
investigadas (especialmente d€hloranthu tem-se: atividade
antitumoral (relacionada aos flavondides, sesquiterpenos e Oleo
essencial), atividade antimicrobiana (6leo essencial, sesquiterpenos e
acidos organicos), acdo hepatoprotetora (sesquiterpenos glicosilados),
atividade imunoestimulante (flavonéides), anti-inflamatéria, antitlcera e
analgésicdCAO et al, 2008)
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Figura 1. Substancias encontradas em Chloranthaceae

1- 24-hidroxilupeo] 2-isovitexing 3- calucantosidea}- &cido fumérico,
5 3-(3,4-dimetoxifenil)-N(2-feniletil)prop-2-enamide 5- daucosterol,
7-acetato de linalool, 8- skizukaacroadienol, 9-spatulenol, 10-
sarcaglabosided 1- 4cido(5aH,98H)-12,15-epoxilabda-8(17),13-dien-
19-oico, 12- istanbulina A 13- fotodimero de clorantalactona A4
trishizukaol A

13 Hedyosmum

Hedyosmung o maior género da familia Chloranthacea
Gnico com ocorréncia nas Américas, compreendendo 46 espécies
essencialmente tropicais e subtropicais americg®@ISZA et al, 2008)
No entanto, ha relatos da ocorréncia de uma espécie na China
(Hedyosmum orientalg)1-BING ZHANG; SUSANNE RENNER, 20030
nomeHedyosmunderiva do gregohedy-osmose significa “aquele que
cheira doce”, em alusdo ao aroma agradavel das folhas (REITZ, 1965)
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Botanicamente, apresenta-se como unissexual e € o Unico género na
familia Chloranthaceae em gaélor feminina possui um perianto.

Existem poucos trabalhos na literatura sobre este género, apesar
do uso popular de suas espécies. Nestes trabalhos alguns pesquisadores
mostraram o isolamento de substancias como lactonas sesquiterpénicas
(ACEBEY et al, 2010; BERCIONet al, 2005; SUet al, 2008) lactonas
sesterpénicagACEBEY et al, 2007) e flavonGides(CARDENAS et al,

1993) enquanto alguns mostraram a analise do 6leo essgafrENZO
et al, 2003; MUNDINAZet al, 2000)

Com relacdo a avaliacdo das atividades biol6gicas do género
Hedyosmunestao relatadas a atividade antileishm#a@EBEY et al,

2010) atividade analgésiC€CARDENAS et al, 1993) e as atividades
antinociceptivg TRENTIN et al, 1999) antimicrobiangKIRCHNER et al,
2010) e antidepressivelOLARDO et al, 2010) sendo que as trés ultimas
foram investigadas da espétiedyosmum brasiliens®ecentemente,
Picard e colaboradorég014) mostraram em um ensditvitro que esta
espécie age no sistema nervoso central através da via do-acidoo
butirico (GABA), uma via que esta envolvida com a ansiedade.

H. brasiliense2 uma espécie endémica do Brasil, ocorre em areas
alagaveis de altitude, por quase todo o territorio, exceto Amazodnia e
regiao Nordeste. Trata-se de uma planta sublenhosa, geralmente de
pequeno porte, raramente ultrapassando os trés metros de altura, com
folhas bastante carnosas. Os individuos sdo unissexuados, sendo a
distincdo entre plantas estaminadas e pistiladas bastante simples (figura
2). Suas folhas sdo opostas simples, pinadas e com margens serreadas,
pecioladas, com estipulas livres no apice e soldadas na base entre si com
0 peciolo, formando uma bainha amplexicgakNIOLO et al, 2001)

Parte pistilada Parte estaminada

Figura 2. Hedyosmum brasiliense Mig Chloranthaceae (autores)
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Nos estados de Santa Catarina e Parana esta espécie é mais
conhecida como Cidréo, e desenvolve-se bem em ambientes com pouca
ou grande disponibilidade de agua, justificado por sua plasticidade para
modificar algumas caracteristicas morfo-anatémicas e fisiolégicas em
funcéo do déficit hidricGMACHADO, 2004)

Foi isolada previamente déd. brasiliense uma lactona
sesquiterpénica tipo lindenanolideo: 13-hidroxi-8,9-diidroshizukanolideo
(TRENTIN et al, 1999)que € o derivado hidroxilado da chlorantalactona
A (ou shizukanolideo B), anteriormente isolada de espécies de
Chloranthuse deSarcandra glabra Esta mesma lactona é conhecida
como onoseriolideo ja que foi isolada tambémGQGitwseris albicans
(BOHLMANN et al, 1980) Os lindenanolideos tém sido considerados
marcadoesquimiotaxondmicos da familia Chlorantac@i@aWABATA,;
MIZUTANI, 1988). Recentemente, um estudo fitoquimico feito sdthre
brasiliense mostrou o isolamento de outras classes de lactonas
sesquiterpénicas como guaianolideos e elemanolideos, bem como alguns
fendlicos(AMOAH et al, 2013) O quadroabaxo mostra as substancias
que ja foram isoladas desta espécie.

Quadro 1. Substancias ja isoladas e caracterizadas He brasiliense

N Substancias Estrutura quimica Referénci
0. as
(AMOAH
etal, 2013;
1 podoandina (o) OLIVEIRA
, 2009)
o
H
(AMOAH
1-hidroxi- et al, 2013)
2 10,15- _
metilenopodoa o]
ndina HO o
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hidroxionoseri
olideo.

(OLIVEIR
1,2-epoxi10- A, 2009)
3 hidroxi-
podoandina
(AMOAH
4 15-acetoxi- etal, 2013)
isogermafuren
olideo A\
(o]
(AMOAH
5 . 15-hidroxi- — etal, 2013)
isogermafuren
olideo
HO
(AMOAH
o etal, 2013
6 | onoseriolideo GUEDES,
~ 1997;
OLIVEIRA
, 2009;
HO TRENTIN
et al, 1999)
(AMOAH
7 8B,9- et al, 2013)
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8 8at, 90 (AMOAH
hidroxionoseri etal, 2013)
olideo.
9 | éster etilico do (AMOAH,
acido /\0)‘\/\C15H25 2011)
linolénico
(0]
10 | éster etilico do )K/\ (AMOAH,
4cido linoleico /\O CysHar 2011)
(0]
11 | monogliceride M (AMOAH,
o de acido Ho/\/\o Hgy|  2011)
estearico OH
Os O
12 acido 3- (Agﬂcg?H,
metoxi-4- _ )
hidroxibenzoic (o)
o OH
o
13 aldeido (OLI2\6|(E)|9F§
S A
protocatéquico HO
OH
o_
14 vanilina O\ OH (Ag/lofﬁ;-i,
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HO (o) (0)
15| escopoletina (AMOAH,
2011)
\O A
(OLIVEIR
16 | cafeato de etilg ~N o~ | A 2009)
HO
OH

(AMOAH,

s 2011;

17 B-sitosterol OLIVEIRA
, 2009)
. (GUEDES,

18 | estigmasterol 1997)
19 | acido maleico (GUEDES,
HO OH 1997)
0]
ACi i HO (GUEDES
20 | acido fumarico N OH ,
1997)
(o)

Quanto aos estudos bioldgicos ou farmacolégicos sbhbre
brasiliense,Kirchner e colaboradorg2010) demonstraram que o 6leo
essencial possui atividade significativa contra bactérias gram positivas e
fungos. O extrato bruto e o composto isolado, a lactona sesquiterpénica
podoandina, exibiram atividades ansiolitica, hipnética e antidepressiva
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em roedores nos modelos do teste de nado forgcado e campo aberto
(TOLARDO et al, 2010) e supostamente usam as vias serotoninérgicas,
noradrenérgicas e dopaminérgicas do sistema nervoso central
(GONGALVES et al, 2012) A lactona sesquiterpénica 13-hidroxi-8,9-
diidroshizukanolideo ou onoseriolideo  demonstrou  atividade
antinociceptiva(TRENTIN et al, 1999) Os sesquiterpenolideos, 15-
hidroxi-isogermafurenolideo, 15-acetoxi-isogermafurenolideo e 1-
hidroxi-10,15-metilenopodoandina foram testados coyreobacterium
tuberculosis mas nenhum dos compostos apresentou atividade contra
este microorganism@MOAH et al, 2013)
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Capitulo 2 Estudo fitoquimico das fracdes diclorometano, acetato de

etila e aquosa do extrato etandélico de Hedyosmum brasiliense.

2.1 Introducéo

Plantas medicinais ndo sado consideradas confiaveis por muitos
profissionais de salde por causa da falta de pesquisa cientifica que apoie
a sua eficicia e seguranca. Em geral, os médicos se sentem inseguros ao
prescrever plantas medicinais pois a maioria destas ndo sdo estudada
clinicamente, fitoquimicamente e 0s seus principais metabdlitos
secundarias nao sdo determina@sNUTO et al, 2012)

Agraciado por uma flora gigantesca e diversificada, a qual
engloba muitas plantas medicinais, o Brasil tem apresentadado uma
grande evolugao na prodiagde artigos cientificos nesta area. No entanto,
nao ha informacdes suficientes e adequadas sobre o registro de extratos e
produtos fitoterapico@BUFAINO, 2013) Isso pode ser devido a falta de
pesquisa consistente da parte dos pesquisadores sobre uma planta
medicinal especifica.

As primeiras documentacdes sobre estudos fitoquimicosldobre
brasilienseforam em 1997 e 1998 sobre o isolamento das substancias
quimicas do extrato etandliqGUEDES, 1997)e andlise do seu 6leo
essencialGABRIEL et al, 1998) Apds um periodo de cerca de dez anos,
os estudos fitoquimicos foram redocumentados a partir de 2009, onde
Oliveira (2009) mostrou o isolamento de algumas lactonas
sesquiterpénicas, triterpenos e alguns fenélicos descritos no capitulo 1.
Amoah (2011) continuou a exploracaoodextrato etanélico deH.
brasiliense mais especificamente as fracbes hexano e dicloanmet
isolando e caracterizando substancias inétidas aspatrelatadas pelos
pesquisadores anteriores. Sendo assim, 0 presente trabalba daisc
continuidade aos estudos fitoquimicos nas outras fragdes e subfracdes do
extrato etandlico, uma vez que o material se apresentava pronto para
exploracao e precisava ser estudado para poder elucidar mais metabdlitos
secundarios, assim criando mais informag¢fes fitoquimicas adequadas
sobre esta espécie.
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2.2 Objetivo Geral

Dar continuidade a investigacao fitoquimica do extrato etandlico de
Hedyosmum brasilienseisolando as substincias majoritarias e
minoritarias para a completa caracterizacdo quimica e avaliacdo de
atividade biolégica.

2.2.1 Objetivos Especificos

«. Isolar os metabdlitos secundarios das fracdes diclorometano, acetato de
etila e da fracdo aquosa do extrato etandlico das folhas frescas de
Hedyosmum brasiliensem quantidades suficientes para 0os ensaios
farmacoldgicosos sistemas nervoso central (SNC) e cardiovascular.

«. Identificar os metabdlitos secundarios isolados por técnicas como
Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas
(EM).

2.3 Materiais e Métodos

2.3.1 Material de partida

As fracOes foram preparadas a partir de 5 kg de folhas frescas
trituradas em um liquidificador Metvisa LQ4, com etanol bidestilado e
macerado por 15 dias. Ap6s este periodo, o extrato obtido foi filtrado e
concentrado em rotaevapolor sob pressdo reduzida (HEIDOLPH
Laborota 4000) até eliminagao total do etanol. O etanol recuperado foi
usado para uma nova maceracdo até o esgotamento extrativo. Foram
obtidos aproximadamente 210 g de extrato bruto (5% de rendimento)
sendo que deste montante 19@oam solubilizados em agua paaa
particdo liquido— liquido com solventes de diferentes polaridades:
hexano, diclorometano e acetato de etila. As fracBes correspondentes
foram concentradas em rotaevaporador, exceto a fracao residual aquosa,
que foi liofilizada (Liofilizador EC MicroModulyo).
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2.3.2 Fracionamento cromatogréafico

A subfracdo diclorometandN (300 mg) foi submetida a
cromatografia em coluna (CClilizandosilica gel(230-400 mesh) como
fase estacionaria e como fase moével diclorometano e gradiente com
acetona. O perfil da fracdo e subfracbes foram avaliadas em
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando placas de silica Gel
60 F254 até o isolamento das substancias. Ultravieletalucdo de
anisaldeido-acido sulftrico foram usados como agentes reveladores. Por
este procedimento a substancia HBH57 foi isoladigura 3 mostra o
fluxograma do isolamento do HBH57.

FOLHAS frescas trituradas
de H.brasiliense (5 kg)

l Maceragdo com etanol bidestilado

Eliminagdo do etanol em 18L | Uma aliquota concentrada & secura para testes
rotaevaporador farmacoldgicos: SNC, cardiovascular e

Particdo liqujdo-liquido, extrato solubilizado com H,0
| ~ =

Fragdo Diclorometano (DCM)

Fragdo Fragdo Aquosa
ang/(H) 4 Acetato de etila liofilizada
(358 (4g) (AE) (13¢) (745)

Cromatografias em coluna (silica 230-400 mesh) hexano e gradiente | de polaridade com diclorometano
(CH,CL) (0-70% CH,Cly) e subseqlientemente  usando CH,Cl, e gnd\eme de polaridade com acetato de
etila (AcOEt) (0-70%) gerando sub-fragdes l P.

I

SR 518 [ N
(300 mg)
Cromatografias em coluna (sflica 230-400 mesh)

com eluente diclorometano e gradiente com
acetona

= subfra¢des trabalhadas durante o mestrado HBH57
(10 mg)

Figura 3. Fluxograma do isolamento da substancia HBH57

A fracdo acetato de etila (10 g) foi submetida a cromatografia
liguida a vacuo (CLV) com 200 mL de diobonetano:acetato de etila (9:1
v/v) e aumentando a polaridade com acetato de etila (AE) até 100%.
Subsequentemente, aumensaua polaridade com metanol até 100%.
Assim foram obtidas subfragbes 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, 2G, 2H. As
subfracBes 2B e 2C entdo foram submetidas a cromatografia sobre
sephadéek LH-20 empregando metanol como eluente. Apds, as suas
misturas poucas complexas foram submetidas a silica gel CC (230-400
mesh) e cromatografia com eluentes varidveis como diclorometano-
acetona ou metanol até o isolamento das substancias. Da subfracdo 2C foi
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isolada as substancias HBL2C12-13 e da subfracao 2B, HBDO44, HBI43
e amostra HBD44 sendo que HBD44 se apresenta como uma mistura de
substancias. A Figura 4 mostra as etapas para o isolamento das
substancias.

FOLHAS frescas triturados
de H.brasiliense (5 kg)

‘ Maceragdo com etanol bidestilad

Eliminacdo do etanol em 18L | yma aliquota concentrada a secura para testes
totaevaporador farmacolégicos: SNC, cardiovascular e
anitimicobacteriana.
Particdo liquido-liquido, extrato ilizado com H,0
| [

Fragdo Fragdo Fragio Fragdo Aquoso
Hexano (H) Diclorometano . liofilizada
(168) (DCM)(4 g) Acetato de etila (AE) (84g)
(13g)
Cromatografias em coluna (silica 230-400 mesh) diclometano:acetato de etila (9:1) e
aumentando a polaridade com acetato de etila (AE) até 100% e Subsequentemente, ‘
aumentando a polaridade com metanol até 100%. 2A- 2H.
I | T | T 1 1 1
| 2a || 28 || 2c || 20 || 26 || 2F || 26 || 20 |
HBL2C12-13
(6 mg)

HBI43 HBD44
(1 mg) (80 mg)
HBO44

(40 mg)

Figura 4. Etapas para isolamento das substancias da fracdo acetato
de etila deHedyosmum brasiliense.

A fracdo aquosa (74 g) foi submetida a resina de adsor¢cdo XAD-4 com 0
intuito de adsorver os metabdlitos secundarios e eliminar os acucares, ja
que um dos objetivos deste trabalho é isolar os metabdlitos secundarios.
Primeiramente, a resina foi lavada com agua e em seguida colocada em
uma coluna de cromatografia. Metanol foi usado como solvente para
acondicionar ou ativar a resina por pelo menos cinco horas. Em seguida,
a resina foi lavado com agua (300 mL) trés vezes e subsequentemente a
fracdo aquosa que foi solubilizada em agua foi aplicada na coluna com a
resina com um fluxo baixo até o termino de adsorcao. Apés, a resina na
coluna foi lavada com agua (300 mL) para remover excesso de aclcares
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e em seguida as substancias adsorvidas na resina foram eluidas com
metanol. A subfracdo de metanol obtida (XAD-4MeOH) foi submetida

a secagem em um rota evaporador. XAD-4MeOH da fracdo aguosa entédo
foi submetida a CC em fase normal ou fase reversa ou sephadex LH-20
empregando solventes como acetato de —atidganol/butanol:acido
acético:agua (BAW) ou metanol-agua ou metanol respectivamente. A
separacdo cromatogréfica levou a isolamento do acido fenélico HB31,
um flavonoide glicosilado HB33, um acido fendlico simples HB 34 e uma
cumarina HB36. As substancias foram elucidadas através de ressonancia
magnética nuclear (RMN) 1H, e 2D e em comparacdo com dados ja
publicados em literatura. A figura 5 mostra as etapas de isolamento das
substancias.

FOLHAS frescas triturados
de H.brasiliense (5 kg)

| Maceragio com etanol bidestilado

Eliminago do etanol em 18L | uma aliquota concentrada a secura para testes
rotaendporador farmacoldgicos: SNC, cardiovascular e
Partic8o liquido-liquido, extrato solubilizado com H,O
1 I

T I

Fracdo Fragdo Fracdo Fragdo Aquoso
Hexano (H) Diclorometano Acetato de etila ; . q
(168) (DCMm)(a g) (AE) (13g) liofilizada
(60 g)
|
Adsor¢do com XAD-4. Usando metanol
para condicionamento da resina e eluigao. ‘
XAD-4MeOH
Cromatografia em siiical gel com eluente |
acetato de etila e gradiente com metanol. |
Subsequentemente com gradiente
butanol:acido acético: dgua e apos Agua.
| | | [ |
|3AHSBH3CH3DH3E‘

HB33

(3 mg)
HB 34 HB 36
(4 mg) (4 mg)

Figura 5. Etapas para isolamento das substancias da fracdo aquosa
de Hedyosmum brasiliense.
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2.3.3 Elucidacéao Estrutural

As substancias isoladas foram submetidas andlises
espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear (R&N) HC e
2D em equipamento Bruker Avance 400 (400 MHz para hidrogénio e 100
MHz, carbono) ou Bruker Avance 600 (600 MHz para hidrogénio e 150
MHz, carbono), do Departamento de Quimica, UFPR. Os solventes
deuterados empregados foram cloroformio Gh&ietona (CBCOCD:)
e metanol (CBOD) conforme a solubilizacdo de cada amostra nos
respectivos solventes. Os dados adquiridos (FID) foram processados pelo
programa da ACD lab / MestRe-C.

Analises por espectrometria de massas foram realizadas em
equipamento micrOTOFCESI-TOF Bruker Daltonics, Billerica, MAu
de ion trap amaZon X (Centro de Biologia Molecular Universidade
Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, SC) e em equipamento
micrOTOF-Q Il (Centro de Estudos em Biofarmécia do Departamento de
Farmacia da UFPR).

2.3.4 Atividades Bioldgicas

As substancias isoladas foram avaliadas no sistema
cardiovascular e no sistema nervoso central (SNC), em colaboragdo com
outros grupos de pesquisa.

2.3.4.1 Sistema cardiovascular

No sistema cardiovascular, o efeito de relaxamento das
substancias foi avaliado em anéis adrticos e corpos cavernoso de ratos.
Este estudo foi desenvolvido em colaboragdo com o Professor José
Eduardo da Silva Santos (Departamento de Farmacologia) da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados ratos Wistar
machos Rattus norvegicysde 3 a 4 meses de idade, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. No dia dos
experimentos os animais foram eutanasiadosoperdoseda mistura
anestésica de cetamina e xilazina. Apés a abertura de sua cavidade
toracica para remocdo da artéria aorta, o pénis foi cuidadosamente
removido e ambos os tecidos foram mantidos em solucdo salina
fisiologica SS-) para a retirada dos tecidos aderentes. A aorta toracica
foi seccionada em anéis de aproximadamente 3-4 mm e o isolamento de
duas tiras de corpo cavernoso deu-se pela remoc¢éao da veia dorsal peniana
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e do tecido esponjoso. Para esses experimentos, anéis de aorta tiveram
sau endotélio vascular mantido (E+) ou removido mecanicamente (E-) e
apos um periodo de estabilizacdo de 60 minutos os tecidos foram expostos
a cloreto de potassio (KCl -120 mM) por 15 minutos. Para testar a
viabilidade do endotélio vascular, os tecidos foram novamente
estabilizados durante 30 minutos. No 4pice da contracao causada por essa
substancia, os tecidos foram expostos a para a adicdo de cloreto de
acetilcolina (Ach - 1 M). Anéis adrticos cuja adicdo de Ach provocou
vasodilatacdo superior a 80% foram considerados com endotélio intacto.
Para a obtencédo das curvas de relaxamento as substancias foram
adicionadas as cubas de incuba@®mM a 100 uM) logo apds um novo
periodo de estabilizacdo de 45 min para o corpo cavernoso e 60 min para
0s anéis aorticos e exposicao a cloridrato de epinefrina (PE - 1 uM para
anéis aorticos, 10 uM para corpo cavernoso). Em alguns anéis com
endotélio integro foi previamente incubadoMgnitro-L-arginina metil
éster(L-NAME -100 uM) durante 30 min. Nos experimentos utilizando
a fracdo de éxano (HFHB), os anéis e o corpo cavernoso foram
estabilizados por igual periodo, seguido de pré-contracdo com PE (1 uM
para os anéis aérticos e 10 UM para corpo cavernoso) e a curva de
relaxamento foi obtida pela adicdo cumulativa da fracdo nas
concentracdes de 3, 10, 30 100 e 300 pg. Experimentos controle com
DMSO (usado para diluicao da fracdo e as substancias isoladas) foram
realizados. Os resultados foram expressos como média * erro padréo da
média (EPM). Os gréficos e as andlises estatisticas foram realizados com
0 programa GraphPad Prism® versdo 5.01 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA. Para andlise das curvas concentracao-
efeito utilizou-se analise de variancia (ANOVA) duas vias, seguida pelo
post hoc de Bonferroni. Valores de p<0,05 foram considerados
significativos.

2.3.4.2 Sistema nervoso central

No SNC, as substancias foram avaliadas contra o pegideo
amiloide 1-42 (81-42) na tarefa de esquiva passiva em camundongos,
reconhecida como um modelo de Alzheimer. A avaliacdo foi
desenvolvida em colaboracdo com a Professora Marcia Maria de Souza
(Nucleo de Investigagbes Quimico Farmacéuticas - NIQFAR) da
Universidade do Vale do Itajai.

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados camundongos
Swiss albino de 3 meses de idade, provenientes do Biotério Central da
Universidade do Vale do Itajai. Os camundongos foram injectados com o
péptide AB1-42 (400 pmol/camundongo) ou solugao controle (solugéo
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tampéo fosfato 0,5 PLpor via intracerebroventricular (icv) e foram
subsequentemente injectados (icv) com as substancias isokadas.
galantamina (0,1mg/kg, s.c.) foi utilizada como controle positivo. Nove
dias apos tratamento, 0s animais tiveram sua memoéria avaliadas na tarefa
de esquiva passiva. Na sessdo de treinamento, a laténcia ou tempo de
permanéncia (para descer e colocar as quatro patas na plataforma) foi
medida e imediatamente seguida por um choque de 0,4 mA por 3
segundos. Sessodes de teste de retencédo de memodria, idénticos a sesséo d
treinamento, foram realizadas 24 h apdés treinamento, sem choque e com
laténcia limitado a 180 s, ou seja, sessao de testes com valores superiores
a 180 s foram contados como 180 s. Estatistica ndo paramétrica foi
empregada para avaliar os dados. Os dados sao expressos como mediane
(intervalo interquartil). Usou-se o teste U de Mann-Whitney para avaliar

as diferengas entre as sessbfes de testes e de controles e o teste de
Wilcoxon para avaliar as diferencas entre as sessdes de treinardento e
teste de retencgéo.

4 Resultados e discussao

4.1 Caracterizacdo das substancias isoladas
4.1.1Subfracdo da fracdo diclorometano

2.4.1.1.1 Substéancia HBH57 (aromadendrano-#,10a-
diol)

2.
2.
2.

A substancia HBH57 foi obtida como um liquido viscoso. O seu
egectro de hidrogénio (Figura 6) apresentou simplato$1,17 ¢ 6 1,25
com cada sinal apresentando integracdo de trés hidrogénios. Estes
correspondem as metilas em posicées H-15 e H-14, respectivamente.
Ainda houve um sinal em & 1,04 que integra para seis hidrogénios
indicando a presenca de mais dois grupos de metilas. Estes foram
atribuidos aos hidrogénios em posi¢cfes H-12 e H-13, respectivamente.
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Figura 6. Espectro de RMN de 1H da substancia HBH57 (400 MHz,
CDCly).

O espectro de RMN de hidrogénio (Figura 7) ainda apresentou um
dupleto em 1,2 ppm (1H}=10,4 Hz) atribuida H-5. Ainda, sinais de
duplo dupleto em 0,43 ppm (18k9,4;J=10,7 Hz) e duplo duplo dupleto

0,67 ppm (1H;) =6,3;J=9,4;J= 11,0 Hz) foram atribuidos aos H-6 e
H-7, respectivamente. O espectro de RMN de carbono (Figura 8
apresentou 15 sinais indicando um sesquiterpeno. Entre eles, dois sinais
desblindados em & 75,2 ¢ 6 80,5 sugerindo a presenga de dois carbonos
carbindlicos que foram atribuidos a C-10 e C-4, respectivamente.
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Figura 7. Espectro de RMN d¥H da substancia HBH57 ampliadaregido 5 0,26 a § 1,34.
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Figura 8. Espectro de RMN d&C da substancia HBH57 (100 MHz, CRLCI
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Alguns dados para elucidacdo foram encontrados no espectro de carbono
de DEPT 135 (Intensificacdo sem Distorcdo por Transferéncia de
Polarizacdo) (Figura 9). Os sinais em 20,2 ppm, 23,8 ppm, 41,2 ppm e
44,5 ppm indicaram a presenca de metilenos que foram atribuidos a C-8,
C-2, C-3 e C-9 respectivamente. Com os mapas de correlacdo HSQC
(correlacdo heteronuclear a uma ligacdo) (Figuras 10 e 11) e HMBC
(correlacdo heteronuclear a longa distancia) (Figura 12), foi possivel
elucidar a estrutura de HBH57 como aromadendr@inid-diol. A

tabela 1 mostra os dados de RMN para elucidacdo desta substancia em
comparacdo com os dados na literat(MeDREIRA et al, 2003) A
estereoquimica da estrutura foi determinada comparando o0s
deslocamentos quimicos com os dados obtidos por Moreira e
colaboradores (2003) que isolaram e caracterizaram varios
aromadendranos cgylopia brasiliensis.

15, OH

HBH57 Dept.esp

0.5

o

Normalized Intensity

-0.5

Sy

65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
Chemical Shift (ppm)

Figura 9. Espectro de RMN de Dept 135 da substancia HBH57 (100
MHz, CDCh).



50

| 1
3 e
E S
\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\
8 7 6 5 4 3 2 1

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 10. Mapa de correlagdo de HSQC da substancia HBH57
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Tabela 1.Dados de RMNH e*C E 2D da HBH57 (solvente CDAJI
em comparacao com literatura.

Posicdo  HBH57 HBH57 HBH57 13C (ppm)
H (ppm),J 5C HMBC (Moreira et al
(Hz) (ppm) 2003; 75
MHz, CDCl)
1 1,87 m 56,4 6,9, 10 56,2
2 1,652HmM 23,8 3 23,7
3 1,60 m 41,2 2,4 41,0
1,66 m
4 80,5 80,1
5 1,20d 48,4 4 48,2
(10,7)
6 28,3 7 28,3
0,43 dd (9,4;
10,7)
7 0,68 ddd 26,6 6 26,5
(11,0; 9,4
6,3)
8 0,92 m 20,2 6, 9, 10, 20,0
1,82 m
9 1,52 m 445 1,7,8,10 44,3
1,74 m
10 75,2 74,8
11 19,6 19,4
12 1,04s 28,7 7,8,11, 13, 28,5
13 1,04 s 16,5 7,8,11, 12, 16,3
14 1,25s 24,5 3,4,5 24,3
15 1,17 sl 20,3 1,9, 10 20,0

Xylopia brasiliensi2 empregado na medicina popular como calmante e
analgésico. Os aromadendranos ja foram encontrados em corais marinhos
(BEECHAN et al,, 1978) e enbandolphia dulci{STARKEet al, 2004)
Recentemente, um aromadendrano foi isoladoCtmrantus elatior
(XIONG et al, 2013) que pertence a mesma familiaHBzlyosmum
brasiliense
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2.4.1.2Fracado acetato de etila (FAE)

A figura 13 mostra a CCD das subfra¢des produzidas da FAE ap6s a CLV.
Subfragbes 2B e 2C mostram perfis cromatograficos mais complexos
Portanto foram submetidas ao procedimento conforme item 2.3.2, o qual
levou ao isolamento de HBL2C12-13, HBDO44, HBI43 e amostra
HBD44.

2A 2B 2C 2D 2E 2F  2G 2H

Fase movel- diclorometano:metanol (7:3)
Reagente- solugéo de anisaldeido-4cido sulfurico e aquecimento

Figura 13. Cromatoplaca das subfra¢ces da fragdo acetato de etila

2.4.1.2.1 Substancia HBL2C12-13 (acido rosmarinico)

O espectro de RMN de hidrogénio (Figurg fbstrou sinais tipicos de
hidrogénios de anéis aromaticos &m55;8 7,05;6 6,95;5 6,78;5 6,75,

d 6,70; 8 6,61;6 6,27 com acoplamentos entre si, indicando que a
substancia poderia ser um fendlico. Os sinais de duplo duplei® &
(1H,J=8,2; 2,1Hz), dupleto end 6,78 (1H,J= 8,2 Hz) e dupleto emT5
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(1H, J=2,1Hz) (Figura 15) indicando um sistema ABX foram atribuidos
aoshidrogénios H-6, H-5, H-2, respectivamente. Os sinais em 6,61 ppm
(1H, dd;J=8,1; 2,1Hz), 6,70 ppm (1H, dJ= 8,1Hz) e 6,75 ppm (dJ=
2,1Hz) indicando um sistema ABM foram atribuidos &HH-5" e H-

2’, respectivamente. Ainda, os sinais de dupletos em 7,55 ppm e 6,27
ppm, cada um com constante de acoplamehtol5,9 Hz, foram
atribuidos aos hidrogénios em H-7 e H-8, respectivamente, indieando
configuracadrans dos hidrogénios olefinicos. Os sinais &8,00 (1H,

dd; J= 14,4; 8,4 Hz) e 3,10 (1H, dd+ 14,4; 4,4 Hz) foram atribuidos a
H-7’a e H-7°b, respectivamente. O sinal de duplo duplet®en19 (1H,
J=8,4; 4,4 Hz) foi atribuido a K=
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Figura 14. Espectro de RMN déH da substancia HBL2C12-13 (400
MHz, CD;OD).

Observouse ainda, sinais end 4,09 ed 1,23, indicando hidrogénios
ligados a um atomo eletronegativo e uma metila, respectivamente.
Entretanto, a integracédo do sinal 8m,09 foi 0,58 e o sinal ed1,25
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integrou para 0,91 e estes hidrogénios ndo se correlacionaram com

nenhum carbono no espectro de correlacdo de HSQC (Figura 16). Sendo
assim, estes sinais foram considerados como impurezas ou sinais de uma
substancia em mistura, mam pequena quantidade.
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Figura 15. Espectro de RMNH da substancia HBL2C12-13 ampliada
na regido 6 6,24 a 8 7,57.

Com o mapa de correlacdo HSQC (Figura 16) foi possivel correlacionar
os hidrogénios com os respectivos carbonos. Ja no mapa de correlacéo
HMBC (Figura 17) foram encontrados os carbonos 8d8,6 e 173,6
mostrando a presenca de duas carbonilas.

Com a correlacdo HSQC e a HMBC foi possivel observar e identificar os
carbonos e hidrogénios com as suas vizinhangas (tabela 2) e em
comparacdo com dados da literatkgd et al, 2012) a substancia
HBL2C12-13 foi elucidada como sendo o acido rosmarinico (Figura 18).
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Figura 17. Mapa de correlacdo de HMBC da substancia HBL2C12-13 ampliado mostrando a presenc¢a de duas
carbonilas.
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O &cido rosmarinico é um fendlico ubiquo que se encontra especialmente
nas familias Boraginaceae e Lamiac@ETERSEN, 2013)Foi isolado

pela primeira vez deosmarinus officinalie possui atividades biol6gicas

e farmacoldgicas, como antitumoral e propriedades neuroquimicas e
antioxidante$kRAJCOVICOVA; MELUS, 2013) Cabe destacar que esta é

a primeira vez que esta substancia esta sendo relatadth paagiliense.

Tabela 2 Dados de RMNH, 3C da HBL2C1213 (solvente CROD) em
comparagdo com literatura.

Ha et al. 2012 500 MHz,

IH RMN 13C HMBC® 125 MHz (CD:OD)
(mult.; J Hz) RMN 'H RMN =@

(mult; JHz RMN
1 - 127.,8 - 128,1
2 7,05¢:21) 1152  4/6/7 7,04 ¢; 2,0) 1156
3 - 146,9 - 147,2
4 - 149,7 = 1501
5 6,78 ;8,2 1170  1/3/4 6,77 ¢; 8,1) 1169
6 6,95(dd 8,2;2,1) 123,1 21417 6,94 @dd; 8,2; 2,0) 1236
7  755¢;159) 147,77 1/2/6/8/9 7,54 ¢; 15,9) 1481
8 6276159 1143 1/9 6,26 (; 15,9) 1149
9 - 168,6 - 1689
1’ - 129,4 - 1298
2 6,75 ¢; 2,1) 117,7  4/6°/7 6,74 ¢; 2,0) 1179
3 - 146,3 - 1466
4 - 1453 1457
5 670¢;81) 1159 1’/ 6,69 (; 8,0) 116,7
¢ 6,61@d:8,1;2,1) 1219 2/4/7  6,61@dd; 8,1;2,0) 1222
7 3,00 dd; 14,4; 38,0 1°/2°/6’/8 3,00 @d; 14,4; 8,5) 384

8,4) /9? 3,09 @dd; 14,4; 4,28)
3,10 @dd; 14,4; 1°/2°/6°/8
4,4) /9?

8 519(d 84:4,4) 746 9/17/7/9 517 @d 8,4;4,2) 752
9 - 173,6 - 174,1
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Figura 18.Estrutura de HBL2C12-13 (4cido rosmarinico).

24.1.2.2 Substancia HBO44 (Rosmarinato de etila)

O espectro de hidrogénio de HBO44 (Figura 19) mostrou sinais de
hidrogénios similares com o espectro do &cido rosmarinico, séndo:
7,56; 7,05; 6,96; 6,78; 6,73, 6,71; 6,59; 6,27. As Unicas diferencas foram
encontradas nos sinais nos deslocamentos quimicos 4,15 ppm J2H, q;
7,1 Hz) e 1,21 ppm (3H, 3= 7,1Hz) (Figura 20) que correlacionaram no
mapa de correlacao de HSQC (Figura 21) com os carbonos em 62,2 e 14,3
ppm, respectivamente. Estes hidrogénios foram atribuido$’a ¢HH-

2’’, respectivamente.
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Figura 19. Espectro de RMN d& da substancia HBO44 (600 MHz, gID).
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Figura 21. Mapa de correlagdo de HSQC da substancia HBO44 ampliado mostrando os carbonos que correlacionam
com os hidrogénios em 4,15 ppm e 1,21 ppm.
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Figura 22. Mapa de correlacéo de HMBC da substancia HBO44 mostrando os carbonos que correlacionam com os
hidrogénios em 4,15 ppm e 1,21 ppm
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Ainda, o sinal de hidrogénio em 4,15 ppm, correlacionou-se no mapa de
correlagdo HMBC com os carbonos em 171.5 ppm’§€-B4,3 ppm (C-

2”’) (Figura 22). Diante do exposto foi possivel inferir que o grupo
carboxilico na posi¢do 9’ na substincia HBL2C12-13 (acido rosmarinico

— item 4.2.2.1) tinha sido esterificado com um grupo etila, um artefato
que pode ser produzido durante o processo de extracdo com Atanol.
substancia HBO44 foi elucidada como rosmarinato de etila (figura 23)
Natabela 3 estdo compilados os dados de RMN de 1D e 2D do composto
HBO44 em comparacao com os dados obtidos do acido rosmarinico.
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Tabela 3.Dados de RMNH e *C e 2D da HBO44 em comparacéo
com os dados de HBL2C12-13.

HBO44 HBL2C12-13(100 e
(150 e 600 MHz, CROD) 400 MHz, CD:OD)
Posicdo !H NMR E@ HMBC HNMR 13C
(mult.; J Hz) NMR B (mult.; J NMR
Hz)
1 - 1275 - 1278
2 7,05 ¢ 20) 1152 3/4/6/7 7,05 21) 115,2
3 - 147,2 - 146,9
4 . 149,8 - 149,7
5 6,78 (d; 8,2) 116,3 1/3/4 6,78 (;82) 117,0
6 6,96 dd; 8,2, 123,3 21417 6,95 dd; 123,1
2,0) 8,2, 2,1)
7 7,56 d; 15,8) 147,7 2/6/8/9 755 (; 1477
159)
8 6,27 (d; 15,8) 1141 1/9 6,27 (d; 114,3
159)
9 - 168,6 - 168,6
1° - 128,9 - 129,4
2 6,73 ¢ 2,1) 1175  4/6/7 675@;21) 1177
3 - 146,2 - 1463
4’ - 1455 - 1453
5 6,71 (d; 8,0) 1161  1/3 6,70 @; 81) 1159
6’ 6,59 (dd; 8,0, 121,6 2’/4°/5°/  6,61(dd; 1219
2,1) 7 8,1,2,1)
7 3,04 m 378 2°/6°/8°/ 3,00 dd; 380
9 14,4, 8,4)
2°/6°/8°/ 3,10 dd;
9 14.4, 4.4)
8 5,15 dd; 7,5, 74,7 9/1°/7°/ 5,19 (dd, 746
5,9) 9 8,4, 4,4)
9’ = 1715 173,6
1” 415 (@; 7,1) 62,2 9°/2”

2” 121 ¢; 7,1) 143 172
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Figura 23. Estrutura de HBO44.

2.4.1.2.3 Substéancia HB143 (Canferol)

A substancia HBI43 foi isolada como um pé amarelo (1 mg). O espectro
de RMN hidrogénio de HBI43 (Figura 24) mostrou os sinais de
hidrogénios em $ptipicos de uma substancia fendlica com sinais de
hidrogénios entre 6,19 ppm a 8,09 ppm.

143.001.esp
0.007
0.006

0.005

Normalized Intensity
o )
S o
5 ®

0.002

0.001

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 24. Espectro de RMN d#H da substancia HBI43 (600 MHz,
CDs0OD).
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Figura 25. Espectro de RMN d#H da substancia HBI43 ampliado na
regido 6,18 ppm a 8,12.

O espectro de RMN de hidrogénio mostrou um anel com o
sistema tipo AB no anel A com um acoplamentoreaeta uma vez que
foi possivel observar dois sinais de dupletossegrl9 (H-6;J= 2,0 Hz)
€ 6,40 (H-8;J= 2,0 Hz) (Figura 25)aracterizando os hidrogénios nos
C-6 e C-8 de flavonois. O espectro ainda apresentou dois simais d
dupletos emé 8,09 (2H,J= 8,9 Hz) ed 6,91 (2H,J= 8,9 Hz)
caracterizando um sistema de anel na forma déexXXA Os dois
hidrogénios em 8,09 ppm foram atribuidos 2’ld-H-6" € os outros dois
hidrogénios em 6,91 ppm foram atribuidos &’H H-5’. Os dados
obtidos foram comparados com dados da litergtw®IZADEH et al,
2003)e, assim, este flavonol foi identificado como o composto kaempferol
(Figura 29). A tabela 4 mostra os dados de RMNle kaempferol em
comparacdo com os dados na literatura. Ainda o espectro de massas
obtido noion-trapno (ESI-modo negativo) mostrou um ion molecular em
285,36 Da (Figura 26).
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Intens, -MS, 4.1-31.4s #(3-27)|
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Figura 26. Espectro de Massas ifan-trap HBI43 (Modo negativo) full
Scan.

A fragmentag&o do ion molecular gerou ion filhosetr257 que indica

a perda do grupo C=0 (Figura 28) e o ion filhorafn151, o qual é um
fragmento caracteristico de Retro-Diels-Alder (RDA) de um flavonol
como demonstrado (Figura 2fABRE et al, 2001) Os dados estdo
concordantes com os dados descritos por Elabba(EtABBAR et al,
2014) corroborando assim com a identificacdo de HBI43 como
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kaempferol (Figura 29). E pela primeira vez que o isolamento de um
flavonoide deH. brasilienseesta sendo relatado.

_ m/z= 151
o |

[M-H]-= 285

OH

Figura 27 Fragmento caracteristico de Retro-Diels-Alder (RDA)

Intens. -MS2({285.30). 6.2-27 6= #{2-10)}
151.00

1250

169.06
185.03
107 02

0
il
o

188.01

5 L [ m

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 mz

Figura 28. Espectro de massas no ion- trap HBI43 (ESI Modo negativo)
mostrando a fragmentacéo do ion molecular 285.
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Tabela 4.Dados déH RMN de HBI43 em comparacdo com dados na

literatura.
HBI43 (HADIZADEH et
(600 MHz) CDsOD  al., 2003; 100 MHz)

CDs0OD

Posg¢ H RMN H RMN
ao (mult. J Hz) (mult.; J Hz)
6 6,19 ¢; 2,0) 6,27 ¢; 1,9)
8 6,40 @; 2,0) 6,46 @; 1,94)
2’ 8,09 d; 8,9) 8,15 ; 8,86)
3 6,91 ¢; 8,9) 6,99 @; 8,87)
5 6,91 ¢; 8,9) 6,99 ¢; 8.87)
6 8,09 ¢; 8,9) 8,15 (; 8,86)

OH O

Figura 29. Estrutura quimica da substancia HBI43.

2.4.1.2.4 Amostra HBD44 (Oresbiusina A, Acido
vanilico, Aldeido protocatéquico)

O espectro de hidrogénio de HBD44 (Figura 30) mostrou um simpleto
ems3s 9,69 (1H) um sinal tipico de um grupo aldeido. Ainda, foram
observados sinais de hidrogénio ligados a carbstd#picos de uma
substancia fendlica com deslocamento entre 6,50 ppm a 7,56 ppm
(Figura 31).
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Figura 31. Espectro de RMN d# da amostra HBD44 ampliado na regiéo 6,50 ppm a 7,60 ppm.
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Ao analisar o espectro de hidrogénio, observasasinais end 7,56 (d;
J=1,9 Hz),6 7,54 (dd;J= 8,0; 1,9 Hz)$ 7,30 (dd;J=8,0; 1,8 Hz)$ 7,29

(d; J=1,8Hz),6 6,91 ¢; J=8,0 H2),6 6,82 €; J= 8,0 Hz) sendo que cada
sinal integrava para um hidrogénio (1H). Ja os sinais &7 @; J=
8,0),8 6,66 ; J= 2,2),5 6,52 @d; J= 8,0; 2,0) apresentavam integracao
para dois hidrogénios (2H). Ainda, observou-se hidrogénios em 4,28 ppm
(dd; J= 7,4; 5,2 Hz), 2,88 ppmd(; J= 13,9; 5,3 Hz) e 2,77 ppndd; J=

13,9; 7,5 Hz) e cada sinal integrava para dois hidrogénios (2H).seode-
observar também sinais em 3,89 ppm (s, 3H) e 3,68 ppm (s, 6Ha@ue s
sinais tipicos de metoxilas (Figura 32).
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Figura 32 Espectro de RMN déH da amostra HBD44 ampliado na
regiao 2,70 ppm a 4,40 ppm.
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A analise do mapa de correlacdo HSQC (Figura 33) mostrou os carbonos
ligados aos hidrogénios citados. Ao analisar o mapa de correlacdo HMBC
(Figura 34) foi possivel observar presenca de carbonds 38,0 que
indica um carbono tipico de aldeidop €.75,9 ed 171,3 que indica a
presenca de grupos de carbonilas.

Inicialmente, achava-se que HBD44 era uma substancia s6. Mas ao
analisar criticamente com todos os dados de RMN 1D e 2D, entendeu-se
que HBD44 encontra-se como uma mistura de trés substancias nas
proporgdes de 2:1:1. Sendo que os sinais de hidrogéri® & ¢; 8,0),

4 6,66 @; 2,2),6 6,52 @d; 8,0; 2,0), 4,28 ppndf; 7,4; 5,2 Hz), 2,88 ppm

(dd; 13,9; 5,3 Hz) e 2,77 ppnad; 13,9; 7,5 Hz) que integrava para 2H
cada um e o sinal em 3,68 ppm que integrava para 6H pertencem a uma
substancia conhecida como oresbiusina A (Figura 35). Os outrosesinais
as suas correlacdes de HSQC e HMBC perterdsmmbstancias aldeido
protocatéquico (3,4-dihidroxibenzaldeido) (Figura 8&cido vanilico
(&cido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico) (figura 37). As tabelas 5, 6 e 7
mostram os dados de RMN das substancias oresbiusina A, aldeido
protocatéquico e acido vanilico respectivamente em comparagdo com 0s
dados na literatur@RACHAYASITTIKUL et al, 2008; YANGet al, 2014;

ZOU et al, 2010) E pela primeira vez que a substancia oresbiusina A esta
sendo identificada efdedyosmum brasiliensécido vanilico e aldeido
protocatéquico ja foram relatados por esta esp@di#OAH, 2011,
OLIVEIRA, 2009).
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Tabela 5.Dados de RMN da oresbiusina (HBD44) em compara¢do com
dados na literatura.

HBD44 - Oresbiusina A (600 e 150 ZOU etal. 2010 (300 e

MHz, CD3;0D) 75 MHz CD30D)
Posicdo  'H RMN L HMBC H RMN =S
(mult.; J RMN (mult.; JHz) RMN
Hz)
1 175,9 1764
2 4,28 dd; 734 1,3,1° 429 dd; 7,4, 738
7.4;5,2) 5,2)
3 2,88 (dd,; 41,2 1,2,6,2, 291 (dd; 416
13,9; 5,3) r 14,0; 5,2)
2,77 dg; 2,79 dd;
13,9;7,5) 14,0; 76)
4 3,68s 52,3 1 3,68s 52,7
1 129,9 1303
2’ 6,66 @;2,2) 117,7 3,6,1°,3 6,65 @; 24) 1181
3 146,0 1466
4 145,2 1456
5 6,67 @;8,0) 116,2 1,3’ 6,67 @; 80) 1166
6’ 6,52 dd,; 1219 3,2°,4,5 653(dd; 8,0, 1223
8,0; 2,0) 2,0)

Figura 35. Estrutura quimica de oresbiusina A.

Oresbiusina A foi isolada primeiramente da pla@aunculus chinensis

(ZOU et al, 2010)e em seguida Hwu e colaboradof@sl2) fizeram uma
sintese total desta substancia e o composto levdgiro apresentou atividade
antiviral de forma dose dependente em células H9 (HIV-1).
Recentemente, alguns autotésy mostrado a importancia do aldeido
protocatéquico e o seu derivado acido vanilico para tratamento de doengas
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cardiovasculare@YRNE et al, 2014)e na inibicdo de5’-nucleotidase do
veneno da cobra entre out(GfELENO et al, 2015)

Tabela 6.Dados de RMN do aldeido protocatéquico (HBD44) em
comparacgéo com dados na literatura.

HBD44-3,4- PRACHAYASITTIKUL et
dihidroxibenzaldeido (600 e 150 al., 2008 (400 e 100 MHz,
MHz, CD30D) CDs0D)
Posicdo HRMN &S HMBC H RMN @
(mult.; J RMN (mult.; J Hz) RMN
Hz)
1 130,9 129,29
2 7,29 @; 1156 3,4,6,7 7,25 sl 113,97
1,8)
3 147,4 145,18
4 153,7 151,74
5 6,91 @; 116,3 1,3,4 6,87 (@; 8,0) 1149
8,0)
6 7,30 @dd; 1264 2,4 7,23 di 125,83
8,0; 1,8)
7 9,69s 193,0 9,63s 191,93

Figura 36. Estrutura quimica do aldeido protocatéquico.
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Tabela 7.Dados de RMN da acido vanilico (HBD44) em comparacao

com dados na literatura.

HBD44 -acido vanilico (600 e 150

YANG etal., 2014

MHz, CDz0D) (400 e 100 MHz,
Posicdo  'H RMN EG &
(mult.; JHz) RMN (mult.; JHz) RMN
1 123,2 123,2
2 756 @;1,9) 1141 115,8
3 148,6 148,6
4 152,1 152,6
5 6,82 ¢; 8,2) 1159 113,8
6 7,54 @d; 8,0; 125,1 125,6
1,9)
7 171,3 170,1
OMe 3,89 s 56,4 56,4
=
Figura 37. Estrutura quimica do &cido vanilico.
2.4.1.3 Fracdo aquosa
24.13.1 SubstanciaHB 33 (Canferol-PB-0-glucuronideo)

O espectro de hidrogénio de HB33 (Figura 38 e Figuda 39
mostrou um dupleto e 8,06 (2H J= 8,9 Hz) que acopla com outro
dupleto end 6,87 (2H;J= 8,9 Hz) representando um anel com o sistema
tipo AA’XX’. Ainda apresentou um dupleto én6,39 (1H;J= 2,0 Hz)
gque acopla com um dupleto én6,19 (1H;J= 2,0 Hz) representando um
anel com o sistema tipo AB. Estes deslocamentos inferiram a presenca de

um flavonol.
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Figura 38. Espectro de RMN d# da substancia HB33 (400 MHz,
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Figura 39. Espectro de RMN déH da substancia HB33 ampliado na
regido 6 6,1 a § 8,2.

Observou-se um dupleto éb,29 (1H;J= 7,3 Hz) e multipletos enti@
3,40 ad 3,60 (4H) (Figura 40), os quais indicam que estes hidrogénios se
apresentam ligados a carbonos com grupos eletronegativos,
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especialmente oxigénio. Dessa forma, infegua presenca de um
grupamento glicosideo ligado a um grupo flavonol. A orientacdo beta da
ligacdo glicosidica com o flavonoide foi determinada baseada na
constante de acoplamento de 7,3 Hz referente ao hidrogénico com
deslocamento quimico edr,29, ligado ao carbono anomérico.
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Figura 40. Espectro de RMN déH da substancia HB33 ampliado na
regidod 3,3 ad 5,3.

No mapa de correlacdo HSQC (Figura 41), observaram-se 0S
deslocamentos quimicos dos carbonos ligados aos hidrogénid3, @6
8 6,876 6,39;5 6,19 &5 5,29 comad 132,4; 116,2; 94,8; 100,0 e 1044,
respectivamente; sendo que o ultimo refere-se a um deslocamento tipico
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de um carbono anomérico. Os multipletos erére3,40 ad 3,60
apregntaram correlacdo com quatro carbonos (4C) e os sinaid 359;

3,58; 3,50 e 3,497 correlacionasacom os carbonos et 73,3; 77,5;

75,5 e 77,5, respectivamente. Ao avaliar o mapa HMBC (Figura 42
observou-se outros carbonos com deslocamento quitnifs9; 158,6,
159,6; 162,9; 165,8 e 176,5 com o Ultimo sendo um carbono tipico de
uma carbonila de &cido.

ol

—150

7ppm (t1

T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
8.0 7.0 6.0 50 40 30
ppm (t2)

Figura 41. Mapa de correlacdo de HSQC da substancia HB33 mostrando
os carbonos que correlacionam com os hidrogénios.
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Figura 42. Mapa de correlagdo de HMBC da substancia HB33.

Com os dados de RMN 1D e 2D foi possivel elucidar a substancia HB33
como canferol-$-O-glucuronideo (Figura 43), uma substancia que foi
isolada pela primeira vez del. brasiliense Os dados de RMN
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comparados com dados ha literatuBERANICA et al, 2013) indicou
HB33 como canferol-$-O-glucuronideo. A tabela 8 apresenta os dados
de RMN obtidos em comparacdo com os dados da literatura.

Tabela 8.Dados de RMN (HB33) em comparacdo com dados na
literatura.

HB33 (400 e 100 MHz, CEBOD) (GRANICA etal., 2013;
300 e 75 MHz CD30D)

Posicdo 'H RMN £S5 HMBC H RMN 15C RMN

(mult.; J RMN (mult.; J Hz)
Hz)

2 159,6 159,3
5 162,9 163,2
6 6,19 @; 2.0) 1000 5,6,7,8 6,21(d;1,6) 95,0
7 165,8 166,2
8 6,39¢;20) 948 6,7,9,10 6,40(;1,6) 100,1
9 158,6 158,6
10 105,9 105,8
1’ 122,7 122,6

2 806(;89) 1324 2,4, 6  805(;8,7) 132,5
3  687(d;8,9) 1162 1,45  6,87(d;8,8) 116,
4 161,4 161,8
5  687¢;89) 1162 1°,3.4°  6,87(;8,8) 116,2
¢  806¢;89) 1324 22,4  805(;8,7) 132,5

1”7  532¢;7,3) 1044 5,32 @; 7,0) 104,5
2 3,501m 755 3.53-3.42m 75,6
3 3,497m 77,5 3.53-3.42m 77,7
4”7 3,59 m 73,3 3,57 ¢ 8,7) 73,0
57 3,58 m 775 & 3,73 @; 9,5) 77,2

6’ 176,5 172,5
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Figura 43. Estrutura quimica da substancia HB33.

2.4.1.3.2 Substancia HB34 (acido 4-hidroxi-3-metoxi-
benzoico)

O espectro de hidrogénio de HB34 (Figuras 44 e 45) apresentou
sinais tipicos de fendlicos simples. Observou-se um duplet® &%0
(1H; J=8,2; 1,9 Hz), um dupleto etn6,91 (1H;J= 8,2 Hz) e um dupleto
emd 7,56 (1H;J= 1,9 Hz). Ainda, foi possivel observar um simpleto em
8 3,91 (3H).
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Figura 44. Espectro de RMN déH da substancia HB34 (400 MHz,
CDsCOCD).
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Figura 45. Espectro de RMN déH da substancia HB34 ampliado na
regidao 6 3,90 a o 7,62.

O mapa de correlacdo HSQC (Figura) 46ostrou as correlacdes de
carbono dos sinais dos hidrogénios acima citados, sendo que os sinais
com deslocamentos quimicos &m,59; 7,56; 6,91 e 3,91 correlacionam-
secom os carbonos el 25,3; 113,8; 115,8 e 56,4, respectivamente. Por
meio da aélise do mapa HMBC (Figura 47) foi possivel observar carbonos
quarternarios como 167,5; 152,1; 148,6 e 123,2.
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Figura 46. Mapa de correlagdo de HSQC expandido da substancia HB34.

F1 Chemical Shift (ppm)

89



90

LN-

- - é —
iy F
\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘
8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 47. Mapa de correlagdo de HMBC expandido da substancia HB34.

E

F1 Chemical Shift (ppm)



91

Dessa forma, baseado nos dados de RMN de 1D e 2D foi possivel elucidar
0 HB34 como sendo o acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzéico, conhecido
com &cido vanilico (Figura 48). Trata-se de uma substancia que ja havia
sido caracterizada em mistura na amostra HBN44abela 9 encontram-

se 0s dados de RMN obtidos em comparagdo com os dados de RMN
ohtidos da literatura.

Tabela 9.Dados de RMN acido vanilico (HB34) em comparacdo com
dados na literatura.

HB34 —Acido vanilico (400 e 100 YANG etal., 2014

MHz, CD3sCOCDs3) (400 e 100 MHz,
CDsOD)

Posicdo HRMN 5C HMBC H NMR 35C

(mult.; JHz) RMN (mult.; JHz) RMN
1 123,2 123,2
2 756 d; 1,9 1141 3,4,6,7 7,55(d; 2,00 1158
3 148,6 148,6
4 152,1 152,1
5 6,91¢;82) 1159 1,3,4 6,84 ¢;88) 1138
6 7,59 dd; 8,2 1251 2,4 7,56 @d; 8,8; 125,6

1,9) 2,0)
7 167,5 170,1
OMe 391s 56,4 3,89 s 56,4

e

Figura 48. Estrutura quimica da substancia HB34
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2.4.1.3.3 Substancia HB36 Escopoletina

O espectro de hidrogénio de HB36 (Figura @®esentou sinais
tipicos de fendlicos. Observou-se um dupletodefr60 (1H;J= 9,5 Hz)
que acopla com o dupleto 6,28 (1H;J= 9,5). Ainda, observaraise
trés simpletos erd 6,92 (1H); 6 6,85 (1H) & 6,13 (1H)
Observou-se também um simpleto &r8,96 (3H) indicando a presenca
de um grupo metoxila. Percebeu-se com estes deslocamentos quimicos
gue, esta substancia ja tinha sido isoladdeldyosmum brasiliensor
isso, estes dados foram comparados e realmente confirmou que a HB36
se encontra como escopoletina (Figura 50). A tabela 10 mostra os
deslocamentos quimicos da substancia HB36 em comparacdo com 0s
dados de RMN que o Vasconcelos e colaboradoges)obtiveram.
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Figura 49. Espectro de RMN déH da substancia HB36 (400 MHz,
CDCly).
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Tabela 10.Dados déH RMN (HB36) em comparacgéo com dados na
literatura

Posicéo HB36 Escopoletina (7-hidroxi-6-
Escopoletina (400 e metoxicumarina)(VASCONCELOS et
MHz, CDCls) al., 1998; 300 MHz, CDG))
'H (ppm), J (Hz) 'H (ppm), J (Hz)
3 6,28d (9,5) 6,28d 1H (9,5)
4 7,60d (9,5) 7.60d 1H (9,5)
5 6.85s1H 6.85s1H
7 6,13s 1H (OH) 6.17s1H (OH)
8 6.92s1H 6.92s1H
OMe 3.96s1H 3.96s3H

Figura 50. Estrutura quimica da substancia HB36.

2.4.2 Atividades farmacologicas
2.4.2.1 Atividades farmacol6gicas no sistema cardiovascular

Com o intuito de dar continuidade aos estudos no sistema
cardiovascular que iniciou-se por Amo@a11) em colaboracdo com o
Professor José Eduardo da Silva Santos (Departamento da Farmacologia
da Universidade Federal de Santa Catarina), as lactonas sesquiterpénicas
(podoandina, 13-hidroxi-8,9-diidroshizukanolideo 13HDS e 15-
acebxi-isogermafurenolidee H622) e a fragdo hexano (HFHB) foram
avaliadas em anéis aorticos e corpos cavernosos de ratos. Sumariamente,
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a fra@ohexano conseguiu relaxar os anéis aorticos com endotélio e sem
endotélio e o corpo cavernoso (figura 51). O efeito da concentragéo
cumulativa de HFHB foi avaliado em anéis adérticos sem endotélio (A) e

com endotélio (B), bem como em tiras de corpo cavernoso de rato (C),
previamentes contraidos pela fenilefrina.

Aortic rings Aortic rings
A Endothe . u,‘;%; ded B i 7 C Corpus cavernosum

Endothelium-intact

Relaxaton (%)

300 3 0 30 100

HFHB (ugimi HFHB (ugimi) HFHB (ug/mi

Figura 51 Efeitos da frac¢do de hexandigeyosmum brasiliense
(HFHB) sobre os anéis aérticos de ratos isolados e tiras de corpo
cavernoso.

Além disso, as substancias sob este estudo conseguiram induzir
relaxamento nos anéis adrticos com endotélio e sem endotélio como
mostrada na figura 52. Concentracfes cumulativas de 13HDS (A),
podoandin (B), e H622 (C) foram obtidos em anéis com endotélio (E +;
circulos abertos), anéis sem endotélio (E-; circulos fechados), ou anéis
aorticos com endotélio intacto que foram previamente incubadas com o
inibidor de 6xido nitrico sintase, L-NAME (quadrados). Estes dados
obtidos indicam que o relaxamento envolve mecanismos diferentes,
podendo ser através dos mediadores de endotélio como 6xido nitrico ou
outros que ndo agem pela via de 6éxido nitrico. Pois, nos anéis adrticos
sem endotélio (linhas indicadas pela legenda como E-), obsenra-
relaxamento reduzido, mas nao é totalmente abolido. O mesmo acontece
nos vasos expostos ao L-NAME, que inibe a sintese de NO.
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Figura 52 Relaxamento vascular em anéis aorticos com endotélio e
sem endotélio induzido por lactonas sesquiterpénicas isoladas de
Hedyosmum brasiliense.

Ainda as substancias 13HDS, podoandina e H622 induziram
relaxamento em corpo cavernoso (figura 53).

O+ Vehicle

O 13HDS *
-8~ Podoandin

1004 =4 H622

Relaxation (%)
,?"l

—r——T—
-8 -7 -6 -5 -4
Sesquiterpene lactones log [M]

Figura 53 Relaxamento de tiras de corpo cavernoso de ratos por
lactonas sesquiterpénicas isoladas diéedyosmum brasiliense.

2.4.2.2 Atividades farmacoldgicas no sistema nervoso central

A substancia HBH57 (aromadendrarfy¥u-diol), um
sesquiterpeno e outras lactonas sesquiterpénicas (podoardidnd.,2-
epoxi10a-hidroxi-podoandina - AE41, 13-hidroxi-8,9-
diidroshizukanolidee 13HDS, 15-hidroxi-isogermafurenolide¢iB21,
15-acetoxi-isogermafurenolideo- HB22) que foram isoladas
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previamente déd. brasiliense(AMOAH et al, 2013) foram avaliadas
contra o efeito de peptid@eamildide 1-42 (B1-42) em camundongos

A galantamina que é um farmaco utilizado no tratamento de Alzheimer
foi empregado como controle positivo. Neste estudo, as substancias
HBH57, H3 e 13HDS bem como a galatamina conseguiram impedir o
efeito doAB1-42 (figura 54), indicando o potencial destas substanoias
tratamento da Doenca édzheimer.

2001
150

1004

Latency (s)

50

AB 1-42 peptide

Figura 54 O efeito das substancias administradas em ratos que receberam
0 peptide@-amiléide 1-42

2.5 Conclusodes

A continuacédo dos estudos fitoquimicos das subfracdes e fracdes
de diclorometano, acetato de etila e aquosa levou ao isolamento e
caracterizacao de seis substancias que estdo sendo descritas pela primeira
vez paraHedyosmum brasilienséaromadendranep410u-diol, acido
rosmarinico, rosmarinato de etila, canferol, canfer®tG-glucuronideo
e oresbiusina A) e trés substancias (aldeido protocatéquico, acido vanilico
e aimarina) que j& foram descritas previamente para esta espécie.
Quanto aos testes bioldgicos, a aromadendrfridddiol
apresentou um atividade contra o efeito do peptfitamiloide 1-42
(AB1-42) em camundongos.
A podoandina, 13-hidroxi-8,9-diidroshizukanolideo e atBbxi-
isogermafurenolideo relaxaram os anéis adrticos e corpos cavernosos.
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3 Capitulo 3 — Analise fitoquimica do cha deHedyosmum
brasiliense.

3.1 Introducgéo

Hedyosmum brasiliens& um arbusto aromatiadioico usado
na forma de cha ou tdénico na medicina popular para tratar enxaqueca e
doencas do ovario além de ser usado como calmante, anti-inflamatdrio,
diurético e afrodisiaco. Embora representado por plantas masculinas e
femininas, na medicina popular, ndo ha relatos mostrando qual das plantas
€ usado para este fim (REITZ, 1965). Estudos farmacolégicos e
biolégicos tém mostrado resultados sobre o extrato etandlico
(TOLARDO et al, 2010; TRENTINet al, 1999) e o dleo essencial
(KIRCHNER et al, 2010). Recentemente, mostrou-se o isolamento de
lactonas sesquiterpénicas e fendlicos das fragbes do extrato etandlico
(AMOAH et al, 2013). Entretanto, nao ha nenhum estudo fitoquimico
sdbore 0 cha desta espécie embora seja usado popularmente como um
substituto para cha verde (REITZ, 1965). Ainda, ndo ha nenhum estudo
aprofundado para ver se ha diferencas entre os perfis quimicos das partes
masculinas ou femininas desta espécie.

Este capitulo é apresentado na forma de manuscrito proposto para
publicacéo, o qual descreve o isolamento dos metabdlitos secundérios do
cha e também mostra o estudo comparativo entre os chas das partes
masculinas e femininas desta espécie.

3.2 Objetivos

- Realizar uma analise comparativa dos extratos aquosos das folhas da
parte masculina e feminina tiedyosmum brasilieng®r cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas.

- Isolar e caracterizar as substancias do extrato aquadedj®smum
brasiliense.
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3.3 Resultados e discussao

Os resultados e discussao se apresentam no manuscrito a seguir intitulado
“The phytochemical analysis of the hot tea infusion oHedyosmum
brasiliens& formatado conforme as normas da revista Phytochemistry
Letters.

3.3.1 Artigo publicado

The phytochemical analysis of the hot tea infusiorHeflyosmum
brasiliense

Amoah, Solomon; Kouloura, Eirini; Macedo, Livia; Barison, Andersson;
Wildner, Leticia; Bazzo, Maria; Halabalaki, Maria; Skaltsounis, Alexios
Leandros; Biavatti, Maique.

Artigo publicado
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The leaves of the neotropical dioecious shrub Hedyosmum brasiliense (HB) are employed popularly as a
sedative, aphrodisiac and as a substitute for green tea.

The aim of this work was to study the composition of the hot tea infusion from the fresh leaves of HB,
comparing its androecious or gynoecious parts, including the isolation and identification of new
secondary metabolites. The characterization of the HB tea infusion was achieved by means of UHPLC-ESI
(4)-HRMS and the isolation of its secondary metabolites was done through FCPC and MPLC. Both female
and male plant extracts presented similar chemical profiles, with rosmarinic acid (RA) as the main
compound. The FCPC analysis led to a one-step isolation of RA 97% pure. A new sesquiterpene lactone (1-
«a-acetoxyeudesma-3,7(11)-dien-8,12-olide) is reported herein for the first time. The additional
Neolignans compounds isolated and characterized by NMR and LC-MS are isorinic acid, a glycosylated flavonol, two
Rosmarinic acid neolignans reported for the first time for HB and three other sesquiterpene lactones which were
CPC previously isolated from the ethanol extract. Neither the extract nor its major constituent (RA) exhibited

Keywords:

Hedyosmum brasiliense
Sesquiterpene lactones
Eudesmanolide

in-vitro antimycobacterial activity.
© 2015 Phytochemical Society of Europe. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Hedyosmum brasiliense Miq., Chloranthaceae (HB) is an
aromatic and dioecious neotropical shrub endemic to Brazil
(Souza and Lorenzi, 2008). It is employed in folk medicine
irrespective of its androecious or gynoecious parts, in the form of
tea or brewed in white wine as a sedative, anti-inflammatory,
diuretic, aphrodisiac and also for the treatment of migraines and
diseases of the ovary as well as a substitute for green tea (Di Stasi
et al.,, 1988; Reitz, 1965). Reported pharmacological or biological
information indicate that the ethanol extract, the essential oil and
sesquiterpene lactones from H. brasiliense possess antinociceptive
(Trentin et al., 1999), antimicrobial (Kirchner et al., 2010) and
neurochemical properties (Goncalves et al., 2012; Tolardo et al.,
2010). Recently, some sesquiterpene lactones and phenolic

* Corresponding author at: Laboratério de Farmacognosia, CIF/CCS/UFSC Campus
Universitario/Trindade-88,040-900 Floriandpolis, SC, Brazil. Tel.: +55 48 37213493.
E-mail address: maique.biavatti@ufsc.br (M.W. Biavatti).

http://dx.doi.org/10.1016/j.phytol.2015.07.013

compounds from fractions of the ethanol extract have been
isolated (Amoah et al., 2013). However, the composition of the
aqueous infusion of this species has not been studied and no study
has been done to ascertain whether there are differences in the
chemical profiles of its androecious and gynoecious plants.

The objective of this work was to find out the secondary
metabolites composition of the hot tea infusion from the fresh
leaves of H. brasiliense using a UHPLC-ESI(+)-HRMS platform for
the comparison of the female and male plant of HB. Moreover, the
isolation of its secondary metabolites was performed using
orthogonal techniques, such as centrifugal partition chromatogra-
phy (CPC) and medium pressure liquid chromatography (MPLC),
with an enrichment step using adsorption resin. This study reports
the isolation and identification of nine secondary metabolites from
HB, one of them is a new sesquiterpene lactone, together with
known phenolic acids, flavonoids and neolignans. Considering the
previous reported antimicrobial activity of HB (Kirchner et al.,
2010) the antimycobacterial activity of the aqueous extract and its
main compound was also investigated in this work.

1874-3900/© 2015 Phytochemical Society of Europe. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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2. Experimental
2.1. General procedures (instruments and solvents)

All nuclear magnetic resonance (NMR) experiments were
performed on an Avance III 600 spectrometer (Bruker BioSpin,
Rheinstetten, Germany) operating at 600 and 150 MHz for 'Hand '3C,
respectively, equipped with a 5 mm BBI probe.1 and 2D NMR spectra
were recorded using deuterated chloroform (CDCl3) or methanol
(CD30D). Chemical shifts (8) are expressed in ppm with reference to
the solvent signals (8y 7.26/8c 77.0) and (8y 3.34/8c 49.86),
respectively, and coupling constants in Hz. The 2D NMR experi-
ments (COSY, HSQC, HMBC, and NOESY) were performed using
standard Bruker microprograms. Mass spectrometry analyses were
performed on an LTQ-Orbitrap Discovery instrument (Thermo
Finnigan, San Jose, CA, USA) coupled or not to an Accela LC system
consisting of pump and autosampler. Xcalibur software version
2.0.7 was used for the acquisition and the processing of data.

Fast centrifugal partition chromatography (FCPC) was per-
formed using a CPC Kromaton with a 1000 mL column and a
Laboratory Alliance pump with a pressure safety limit of 50 bar. A
manual sample injection valve was used to introduce the samples
into the column, with the rotation adjusted at 600 rpm and the

flow rate held at 20 mL/min. MPLC separation was carried out using
a Sepacore MPLC system (Biichi C-650 pump) with a maximum
applied pressure of 10bar. Chromatographic separations were
performed on a Buchi PP Cartridge with dimensions 12 mm x 150
mm filled with normal phase silica gel (Merck 0.02-0.04 mm).

Solvents used for centrifugal partition chromatography (CPC),
medium pressure liquid chromatography (MPLC) and preparative
thin layer chromatography were of analytical grade (Fisher
Scientific). Ultra gradient grade solvents (MeOH, ACN) for HPLC
separations were purchased from Carlo Erba, and deionized water
with a resistivity of 18M{cm was used. Solvents of LC-MS grade
were purchased from Fluka/Riedel-de Haén (Switzerland).

2.2. Plant material and extraction

H. brasiliense leaves from androecious and the gynoecious
plants were separately collected at the municipal area of Antonio
Carlos in the Santa Catarina State, Brazil in December 2011. The
plant was identified by Dr. Ademir Reis and compared with the
voucher specimen (#2031) deposited at the Lyman Bradford Smith
Herbarium (UNIVALI, Itajai—Santa Catarina).

The fresh harvested leaves of the androecious and the gynoe-
cious plant (2 kg each) were infused with hot deionized water (10L

Fig. 1. Compounds from Hedyosmum brasiliense.
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each) (=100 °C) for 30 min. The resulting extracts were frozen and
freeze-dried to yield 31 and 28 g of the male crude aqueous extract
(MCE) and female crude aqueous extract (FCE), respectively.

2.3. Sample preparation

All samples (extracts, fractions and isolated compounds) were
diluted in methanol. For LC-MS analysis, solutions of 500 j.g/mL
for the extracts and of 10 pg/mL for the isolated compounds were
used. For Semi preparative HPLC, fractions were diluted to obtain a
solution of 20 mg/mL.

2.4. LC-MS analysis

A Hypersil Gold (100 x 2.1 mm, 3 wm) column was used for the
analysis and a flow rate of 0.5mL/min, with a mobile phase of
water —0.1% formic acid (solvent A) and methanol (solvent B) was
applied according to the following stepwise gradient program (v/
v): Omin 1% B linear, 3min 1% B, 8 min 60% B, 22 min 100% B,
25min 100% B, 27 min 1% B, 30min 1% B. The ionization was
performed using an ESI source in the positive and negative modes.
ESI-MS parameters were as follows in positive mode: Source
voltage 4.5kV, capillary voltage 25V, tube lens voltage 85V,
capillary temperature 300 °C, Sheath gas 37, auxiliary gas flow (N3)
10 and in negative mode: Source voltage 3.5 KV, capillary voltage
—17V, tube lens voltage —65V, capillary temperature 300°C,
Sheath gas 40, auxiliary gas flow (N;) 10. Full scans were acquired
in profile mode at 30,000 (FWHM). Resolution and detection were
performed considering a mass range of m/z 100-1000. For direct
infusion experiments, a syringe pump (500 pL syringe, Hamilton
Bonaduz AG, Bodanuz, Switzerland) was coupled with the LTQ-
Orbitrap mass spectrometer. For these experiments, the ESI
operation parameters and the acquisition parameters were
identical to the aforementioned apart from the nitrogen flow
which was adjusted to 12 and 6 arb units as sheath and auxiliary
gas, respectively. The flow rate of the injection was set at 5 pL/min.

2.5. LC-DAD analysis
The chromatographic profiling of all extracts, fractions, and

purity determination of isolated compounds was performed by LC-
DAD. An ultrafast liquid chromatography (Prominence UFLC

Shimadzu, Japan) apparatus connected to a SPD-20A UFLC
UV-vis detector was applied using a Zorbax Eclipse XDB-
C18 column (2.1 mm x 150 mm, 3,5um). The mobile phase was
composed of H,O-MeOH (0.1% of formic acid in H,0
80:20 — 20:80) gradient at a flow-rate of 0.2mL/min and was
detected at 254 nm, 280 nm and 330 nm.

2.6. Isolation of compounds

In order to obtain an enriched fraction of secondary metabolites
Fig. 1, adsorption on Amberlite FPX66 resin (Dow Chemicals, 5 kg)
was used, activated in a separatory funnel with methanol.
Subsequently, the methanol was removed and the resin was
washed thoroughly with deionized water (4L). 5 g of the FCE was
dissolved in 700 mL of water and poured into the separating funnel
containing the resin, allowed to stand for an hour with intermittent
stirring with a rod. The extract was then removed and the resin
washed with water to remove excess sugars (discarded). Subse-
quently, elution was done with methanol to obtain a methanol
fraction (FCE-M). This process was repeated four times such that
20 g of the FCE were treated. The combined methanol extracts were
dried under reduced pressure to afford 7.5 g of FCE-M.

The fractionation of the FCE-M was performed by FCPC using a
two-phase solvent system consisted of n-butanol-ethyl acetate-
water (4:1:5). In details, for the preparation of the two-phase
solvent system, each solvent was added to a separatory funnel and
the mixture was equilibrated at room temperature. The two phases
were separated and the stationary phase consisting of the lower
phase (polar) was pumped into the column and then the upper
(mobile) phase was pumped in the descending mode until
equilibration of the biphasic solvent system. FCE-M (5g) was
injected into the column diluted in 50 mL of the lower phase and
the separation yielded 20 fractions: A1-A13 in ascending mode
and A14-A20 in the descending mode.

CPC fractions A4-A6 afforded rosmarinic acid (RA) (1.7 g) (1)
97% pure. Fractions A9, A10 and A18 were combined (246 mg) due
to their similarity and subjected to gel filtration on Sephadex
(LH-20) with methanol as the mobile phase. This led to the
subfractions A23-T23. Subfraction E23 (27.9 mg) was subjected to
normal phase preparative TLC eluted with dichloromethane-ethyl
acetate (9:1) which led to compound 3 (3.0 mg), identified as
the neolignan (7S, 8R)-5-methoxydihydrodehydrodiconiferyl

Table 1
NMR data (600 MHz, CDCl;) for 7.

Position & 'H (mult., ] Hz) 8 1BC HMBC CcosY

1 4.72¢qm 745 C-2, C-3, C-5, C-10, and COMe H-2peq,

2 2.46,eqm 29.0 H-2ax, H-1
211 pm

3 5.34m 119.0 H-2peq, H-2pax and H-15

4 132.8

5 2.29m 412 H-6,« and H-6,q

6 2.18,,ddm (13.8, 13.6) 24.8 C-5,C-7 and C-11 H-6¢q and H-5
3.01¢qdd (13.8; 3.8) C-5, C-7, C-8, C-10, and C-11 H-6,x and H-5

7 1614

8 4.92,,m 78.4 7 H-9,x, H-9¢q

9 2.08.qm 41.0 C-1,C-8, C-10, and C-14 H-8 and H-9,4
1.33,dd (11.9, 11.8) C-1, C-5, C-7, C-8, C-10, and C-14 H-8 and H-9¢q

10 372

1 1209

12 1745

13 187s 8.3 C-7,C-11 and C-12 H-8

14 1.00s 16.0 C-1, C-5, C-9, and C-10

15 177s 210 C-3,C4and C-5 H-3

COMe 170.4

COMe 2,025 212 COMe

NMR chemical shifts are given in ppm relative to TMS as an internal reference at § 0.00. Long-range 'H-">C (HMBC) correlations were optimised for 8 Hz, and are from the

stated hydrogen(s) to the indicated carbon.
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alcohol-4-0-B-p-glucopyranoside. Subfractions K23-M23
(50.2mg) were submitted to semiprep-HPLC using H,0-MeOH
(90:10 — 10:90) as gradient at a flow rate of 3 mL/min, from which
1 (3 mg) and 2 (4.2 mg, Isorinic acid) were obtained. Similarly, the
CPC fraction A8 (134.5mg) was also subjected to semiprep-HPLC
and afforded 9 (1.5 mg) identified as the flavonoid kaempferol-3-0-
B-p-glucuronide. CPC fraction A15 (30.6 mg) was submitted to
MPLC starting with dichloromethane (50%) in hexane increasing to
100% dichloromethane. Subsequently, separation was continued
by increasing polarity with ethyl acetate (EtOAc) until 100%. This
led to the production of subfractions A25-K25 as well as A26-P26.
There was a spontaneous crystallization of B25 affording 5
(11.8mg) which was elucidated as the sesquiterpene lactone
podoandin. Subfraction K25 (19 mg) was submitted to TLC-prep
which led to the isolation of compounds 6 (4.9 mg) and 7 (1.3 mg)
identified also as sesquiterpene lactones onoseriolide and 1-
a-acetoxyeudesma-3,7(11)-dien-8,12-olide respectively, with
compound 7 as a new eudesmanolide. Subfraction C26 (4.9 mg)
was also subjected to TLC-prep which yielded 8 and was
characterized as the sesquiterpene lactone 15-hydroxy-isogerma-
furenolide. CPC fraction A13 (15.7 mg) was subjected to Prep RP-
TLC (H,0-MeOH, 6:4) which afforded 4 identified as the neolignan
(7S, 8R)-urolignoside (2 mg).

1-a-acetoxyeudesma-3,7(11)-dien-8,12-olide (7), (4aS,8S,8a-
R,9a8$)-3,5,8a-trimethyl-2-ox0-2,4,4a,7,8,8a,9,9a-octahydronaph-
tho[2,3-b]furan-8-yl acetate. HR-ESI-MS ([M+H]|"): m/z found:
2911587, calculated=291.159086. HR-ESI-MS  ([M+NaJ"):
313.1405. Molecular formula Ci7H»,04; 'H and ®C NMR data
(CDCls): See Table 1 spectra available as supplementary informa-
tion.

2.7. Antimycobacterial assay

The extracts and isolated compounds were screened for
antimycobacterial activity in concentrations ranging from
100 pg/mL to 1.56 wg/mL against the reference strain Mycobacte-
rium tuberculosis H37Rv. The resazurin microtiter assay plate was
carried out as described by Palomino et al. (2002) with the

RT: 0,00 -30,00
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following modifications. The method was performed in 7H9-S
medium containing Middlebrooks broth (Himedia, India), 0.5%
glycerol (Amresco, USA) and supplemented with OADC (oleic acid,
albumin, dextrose and catalase) enrichment (Himedia, India). One
hundred microliters of serial two fold dilutions of each extract or
isolated compound were added in 96-well microplates, followed
by 100 pL of the inoculum, wich was prepared in 7H9-S medium,
adjusted to a McFarland tube no. 1 and diluted 1:20. Isoniazid
(Sigma-Aldrich, USA) 1.0 pg/mL was used as positive control and
sterility control without inoculation and a growth control
containing no drug were also included. The plates were covered,
sealed and incubated at 37 °C. After 7 days of incubation, 30 wL of
0.01% resazurin solution (Sigma, USA) was add to each well and the
plates were re-incubated for 24 h. A color change from blue to pink
indicates reduction of resazurin and therefore bacterial growth.

3. Results and discussion

3.1. Comparative LC-MS profiling of male and female HB extracts and
its HR-MS analysis

Lokvam and Braddock (1999) have shown differences in the TLC
profiles of resins from the male and female neotropical dioecious
plant Clusia grandiflora. Considering that people use indiscrimi-
nately HB infusion as remedy made from both sexes, LC-MS
analysis in the negative mode of separate plants were conducted.
Similarities in their profiles were found (Fig 2). Both sexes showed
rosmarinic acid (1) as a major peak with a molecular ion at
359.077 m/z [M-H]~ and minor peaks at retention times of about
11.3,11.6 and 13.3 min. The total ion chromatogram of both FCE and
MCE extracts showed no significant differences. The profiling of
both male and female extracts of HB by UHPLC-ESI-MS led to the
detection of all described compounds in both extracts (Table 2). In
particular, the ionization of all compounds was feasible in positive
mode (Figs. 4 and 5).

Hydroxycinnamic acid derivatives, compounds 1 and 2, were
detected at 12.20 and 13.22 min respectively from their molecular
ions [M+H]" in positive mode. Interestingly, the fragmentation of
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both compounds led to the generation of caffeoyl ions at m/z
163.0369 corresponding to CoH;0s3. This finding is in accordance
with studies reporting the presence of this typical ion under CID
fragmentation in ESI(—) (Hossain et al., 2010).

The neolignans 3 and 4 ionized only in positive mode
generating ions [M+Na]* (Table 2). Their detection at 11.21 and
10.86 min respectively, confirmed their relative polar nature. The
fragmentation of the [M+Na]" ion resulted in the cleavage of the
glycoside moiety leading to the loss of 162 Da from the structure.
The sesquiterpene derivatives were observed between 15.5 and
18.1min due to their nonpolar properties, generating both
molecular [M+H]* and [M+Na|" ions. The fragmentation of
podoandin (5) in ESI(+) revealed a major fragment ion at m/z
213.1277 corresponding to the loss of a H,O and an ion at m/z
185.1327 corresponding to an additional loss of carboxyl group
(—28 Da) suggesting the rupture of the lactone ring. In the case of
onoseriolide (6), a fragment ion at m/z 199.0756 denotes the
cleavage of a C;HgO moiety probably due to of the localization of
the double bond at C8-C9 which probably hampers the elimination
of the carboxylate group. Finally, compound (7) presented a
fragment ion at m/z 231.1383 revealing the loss of an acetoxy group
from the core structure.

3.2. Isolation and identification of compounds from female HB extract

Since the chemical profiles of the FCE and MCE extracts were
similar, the FCE extract was chosen for fractionation with the
FPX66 resin and subsequently subjected to FCPC. Macroporous
resins have been useful for phytochemical analysis in natural
products due to an extensive presence of sugar compounds in polar
extracts (Ma et al., 2011; Papaspyridi et al., 2012; Zhang et al.,
2008). The resin was used to separate carbohydrates from other
secondary metabolites. The obtained fraction (FCE-M) which
represents 37% of the crude aqueous extract was subjected to FCPC
technique for separation and purification of the metabolites.

This orthogonal technique is highly efficient because of its lack
of irreversible adsorption to a stationary phase and also by the
complete recovery of sample making its use in combination with
other techniques an interesting strategy to maximize the separa-
tion and isolation of metabolites (Simmler et al., 2014). The FCPC
analysis of FCE-M with the biphasic solvent n-butanol-ethyl
acetate-water (4:1:5), led to a one-step isolation of rosmarinic acid
(RA) (1) in high purity (97%). When analyzed on the UFLC it was
found to possess a purity index of 0.96 (Fig. 3). This is the first time
that RA is reported for this species. RA was identified by extensive
1D and 2D NMR and comparison with published data (Ha et al.,
2012). Previously, RA had been identified in Chloranthus oficinalis

Table 2
HR-MS and Tandem data of (1-9) in ESI(+).

(Petersen et al., 2009) and Sarcandra glabra (Zhu et al., 2008). RA is
known to possess many biological and pharmacological activities
including anticancer and neurochemical properties as well as
potent antioxidant properties (Krajcovicova and Melus, 2013). The
presence of this compound as a major component in the hot
infusion of H. brasiliense may be one of the reasons why it used to
treat various affections in folk medicine (Reitz, 1965). H. brasiliense
may be considered a source of RA for the food and cosmetic
industries due to the high yield of this compound which is
employed in food preservation and cosmetics. From the same FCE-
M fraction subjected to FCPC, the following compounds were
obtained:

Compound 2 was identified as isorinic acid (Satake et al., 1999),
also known as caffeoyl-4’-hydroxy-phenyllactic acid, that is
assumed to be one of the intermediates for the biosynthesis of
1 (Petersen et al., 2009). Compounds 3 and 4 were identified as
neolignans (7S, 8R)-5-methoxydihydrodehydrodiconiferyl alco-
hol-4-0-B-p-glucopyranoside (Takara et al., 2003) and (7S, 8R)-
urolignoside (Shen et al., 1998) respectively. These compounds are
being described for the first time in the genus Hedyosmum
although they have also been found in other Chloranthaceae
species such as Chloranthus japonicus (Kuang et al., 2009) and
Sarcandra glabra (Wu et al., 2012). Compounds 2-4 were identified
through MS and NMR data comparing to those reported in the
literature. Likewise compounds 5 and 6 were found to be the
sesquiterpene lactones podoandin and onoseriolide respectively
based on their MS and NMR data comparing to those reported in
the literature (Kubo et al., 1992) (Trentin et al., 1999). Recently, a
series of pharmacological assays have shown that the sesquiter-
pene lactone podoandin has antidepressant activities in mice
(Goncalves et al., 2012; Tolardo et al., 2010).

The new sesquiterpene lactone 7 was obtained as a colourless
gum with a molecular formula C;7H»,0,4, deduced from its NMR
data and its HR-ESIMS showing the pseudo-molecular peak at m/z
2911587 [M+H]" (calc. 291.159086) and m/z 313.1405 [M+Na|*
and NMR data. The 1H NMR spectrum of 7 showed methyl singlets
at § 1.00 (H-14),1.77 (H-15) and 1.87 (H-13) as well as a singlet at §
2.02 characteristic of an acetate methyl group. The methyl
hydrogens at 8 1.87 showed direct 'H-'>C correlation with a
carbon at § 8.3 according to HSQC NMR experiment which is
consistent with the presence of a neighboring carbonyl group.
Moreover, these hydrogens showed long-range 'H-"3C correlations
with the carbons at § 161.4 (C-7), 120.9 (C-11) and 174.5 (C-12),
according to HMBC NMR experiment indicating the presence of a
five-member o,B-unsaturated-y-lactone. The hydrogens at &
2.02 showed direct 'H-"3C correlation with a carbon at § 21.2,
and a long-range 'H-'3C correlation with an acetate carbonyl at §

No Rt [M+H]" [M+Na]* RDB  Molecular formula
m/z Experimental ~ Delta (ppm)  MS/MS Loss m/z Experimental ~ Delta (ppm) MS/MS  Loss

1 122 3610909 251 163.0369  CoH1005 1 Cy5H160s

2 1322 345.0964 2.97 367.0783 2.97 1 Cy5H1607

3 11.21 575.2081 297 413157 CgH1005 10 Ca7H36012

4 10.86 545.1987 222 10 C26H3401

5 18.09 2311374 223 2131277 H,0 253.1194 217 7 Ci5H1502
185.1327 CH0,

6 16.02  245.1169 151 227.1069 H,0 267.0988 156 8 Ci5H1603
199.0756  C,HeO

7 15.74 2911587 136 273.1491 H,0 313.1405 159 7 Ci7H2204
2311383 C3H402

8 13.51 249.1480 217 2311381 H,0 2711299 2.08 6 Cy5H2003
203.1431  CH,0,
185.1325 CH403

9 12.25  463.0862 214 287.0554  CgHsO6s 485.0679 3.03 13 Ci2H15012
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Fig. 4. Base peak chromatograms of the female and male HB extracts in ESI(+) and extracted ion chromatograms for compounds 1, 2, 9.

170.4. The location of the acetyl group was established based on
the long-range 'H-'3C correlation observed for the hydrogen at §
4.72 (H-1) with the carbonyl at § 170.4; H-1 showed further HMBC
correlations with carbons resonating at § 37.2 (C-10), 41.2 (C-5) and
119.0 (C-3). The hydrogens of the methyl group at § 1.00 showed
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direct 'H-">C correlation with the carbon at § 16.0 (C-14) and
TH-3C long-range correlations with the carbons at § 74.5 (C-1),
41.2 (C-5), 41.0 (C-9), and 37.2 (C-10). The hydrogens of the methyl
group at § 1.77 showed direct 'H-">C correlation with the carbon at
8 21.0 (C-15) and 'H-'3C long-range correlations with the carbons

RT:5.50- 18.50
100 12.20 NL:8.14E6
3 = iy J\ 1332 1530 1786 Base Pesk
11 21 NL:5.81E5
100 §IM ﬂ miz= 575.2052-675.2110
13.23
10.86 NL: 2.56E5
@ 100 Xctor(d miz= §45.1960-545.2014
g 11,52
§
2 1351 NL: 180E8
s 100 3 HCIoK(S) 11.98 2= 249.1467-249.1481
2 733 852 1075 A 1446 1405 17.30
£ ou Xicfor(7) 15.74 NE 12758
g1 1548 [ 1597  m/z=2811572-291.1602
= ~ 742787 1077 1260 7
16.02 NL: 4.02E5
100 3 Xicfor (6) )\\ m/z=245.1157-245.1181

717 907 1214 1238 1455 1632
NL: 8.84E5

18.09
100 xicfor(s) | miz=231.1362-231.1388
1156 1198 1353 1574 \

vv\v|v\; I\V|I¥¥|IV\|I
16 18

Tlme(mln]

Fig. 5. Base peak chromatograms of the female and male HB extracts in ESI(+) and extracted ion chromatograms for compounds 3-8.
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at § 41.2 (C-5), and with the olefin carbons at § 132.8 (C-4) and 119.0
(C-3). According to the HSQC experiment, C-3 is bound to hydrogen
at & 5.34 (H-3). According to "H-"H correlations from COSY NMR
experiment, this hydrogen couples to the hydrogens at § 2.46
(H-2peq) and 2.11 (H-2pax) which are directly connected to the
carbon at § 29.0 as observed in the HSQC NMR experiment. Further
COSY correlations were revealed between the hydrogens at § 2.46
(H-2peq) and 2.11 (H-2pax) and the deshielded hydrogen at § 4.72
(H-1).

The methylene hydrogen signals at § 2.08 (H-9eq) and 1.33 (H-
9ax) gave a direct '"H-"3C correlation with the carbon at § 41.0, and
showed HMBC correlations with the carbons at § 161.4 (C-7) and
78.3 (C-8). Moreover, COSY correlations indicated a coupling
between these hydrogens and the deshielded hydrogen at § 4.92
(H-8ax). Additionally, the quaternary carbon at § 1614 (C-7)
showed 'H-'>C long-range correlations with the methylene
hydrogens at § 2.18 (H-6ax) and 3.01 (H-6eq) which in turn
correlated with the carbon at § 41.2 (C-5).

In order to determine the relative stereochemistry of the
molecule, 1D NOE NMR experiments were performed. By irradiation
of the methyl hydrogens H-14 a positive NOE was observed on H-1, H-
8, H-2pax, H-6ax and also H-9eq, with no enhancement of the signal
from the hydrogen H-5. The irradiation of H-1, caused a NOE
enhancement on the signals of H-14, H-2pax. These data confirmed
the trans-fused decalin system of the eudesmane skeleton (Ando
etal., 1994), leding to the identification of compound 7 as the new
eudesmane sesquiterpene lactone 1-a-acetoxyeudesma-3,7(11)-
dien-8,12-olide and the overall analysis of 1D and 2D NMR data
enabled complete and unequivocal 'H and '3*C NMR chemical shifts
assignments (Table 1). Previously, only two similar semisynthetic
compounds have been reported, one that was acetylated (Zdero and
Bohlmann, 1989) and the other derived from the germacranolide
laurenobiolide (Haruhiko and Kenichi, 1976). This is the first
eudesmanolide described in the genus Hedyosmum. Some eudes-
mane sesquiterpene lactones have been previously identified in
Chloranthus elatior (Wang et al., 2012).

Differently from compound 7, compound 8 presented typical
NMR data of terminal methylenes of the elemene skeleton, turned
it also to be a sesquiterpene lactone identified as 15-hydroxy-
isogermafurenolide based on its NMR data in conjunction with
those published in the literature (Amoah et al., 2013).

The structure of compound 9 was established as kaempferol-3-
O-B-p-glucuronide (Granica et al., 2013). To the best of our
knowledge this is the first time that this flavonoid glycoside is
reported in H. brasiliense. This compound has been previously
found in the n-butanol extract of S. glabra and shown to have
activity against Staphylococcus aureus (Yuan et al., 2008). The
isolation of other flavonoid glycosides like kaempferol-3-0-a-L-
rhamnopyranosyl (1 — 6)-B-D-glucopyranoside and kaempferol-
3-0-B-p-glucopyranoside have been reported for H. bonplandia-
num (Cardenas et al., 1993) and from other Chloranthaceae species
(Cao et al., 2008).

3.3. Antimycobacterial assay

The FCE-M extract and its isolated major compound (1) did not
show any significant activity against M. tuberculosis. However,
extracts of Thymbra spicata var spicata, Salvia tomentosa,Salvia
fruticosa and Origanum onites which have 1 as one of the major
constituents have shown moderate-high activities against M.
tuberculosis, suggesting minority compounds can be more active in
these above mentioned plant extracts (Askun et al., 2009).

4. Conclusion

From the aqueous extract of H. brasiliense nine compounds were
isolated and characterized, in which five are reported for the first
time in HB and one of them is a new sesquiterpene lactone (1-
a-acetoxyeudesma-3,7(11)-dien-8,12-olide), for the first time
reported. Additionally, three sesquiterpene lactones previously
isolated from the ethanol extract were also found in the aqueous
hot infusion of H. brasiliense. The male and female plants of this
dioecious plant possess the same profile of secondary metabolites.
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4 Capitulo 4 Quantificacao de um acido fenélico e duas
lactonas sesquiterpénicas no extrato aquoso déedyosmum
brasiliense por UHPLC-MS

4.1 Introducgéo

No capitulo anterior, mostrou-se o isolamento de algumas
substancias do extrato aquosoHkelyosmum brasiliens&ntre eles, as
lactonas sesquiterpénicas (podoandina, onoseriolide,actktoxi-
eudesma-3,7(11) - dien - 8,12 - olideo e 15-hidroxi-
isogermafurenolideo), neolignanas (urolignosideo—ge(7§ 8R)-5-
metoxidiidrodesidrodiconiferil alcool @-B-D-glicopiranosideo, o
flavonoide kaempferol-8-3-D-glucuronideo e os dois acidos fendlicos
(acido rosmarinico e acido isorinico), sendo que o acido rosmarinico é o
composto majoritario do extrato aquoso. Neste capitulo buscou-se
quantificar principais substancias do extrato aquoso.

4.1.1 LC-MS

Ultimamente, o uso de cromatografia liquida para separacdo e o seu
acoplamento a espectrometria de massas para caracterizar e analisar a
composi¢ado de produtos naturais tem crescido. Este crescimento deve-se
a rapidez, ionizagdo suave e a abrangéncia de andlise de varios tipos de
metabdlitos. Ainda oferece uma metodologia robusta, confiavel e
econOmica para analise quantitativa dos componentes de um produto
natural sobre uma faixa de concentracdo ampla e dingvAdaet al,

2013) As vantagens em acoplar um LC com deteccdo de MS incluem
sensibilidade e reprodutibilidade do sinal. Além disso, promove a
identificagdo dos picos individuais dos analitos de interesse e dos
interferentes nos cromatogramas, sendo que picos que estejam co-eluindo
podem ser isolados por seletividade das suas magdas al, 2013)

Da perspectiva de separacdoromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa (RP-HPLC) é a mais usada em analises fitoquimicas. Para
cada aplicacéo, as propriedades quimicas e fisicas de empacotamento da
coluna (dimensao da coluna e tamanho de particula) devem ser levadas
em considera¢a(sTECHERet al, 2002) A separacgao rapida e eficiente



108

pode ser obtida trabalhando com colunas que possuem particulas de fase
estacionaria porosas com tamanho >2 pm.

A cromatografia de ultra eficiéncia (UHPLC do inglés ultra high
performance liquid chromatography) fundamenta-se nos mesmos
principios de separacdo da HPLC, tendo como principais diferencas as
colunas cromatograficas empregadas que sdo de dimensdes reduzidas (5-
15 cm de comprimento e diametros internos de 1-2,1 mm) e também nas
particulas da fase estacionéria que s@um. Estes pardmetros junto

com as altas velocidades lineares de fase mdével aumentam a resolucéo,
detectabilidade e ainda diminuem significativamente o tempo de analises.
Entretanto, a presséo do sistema é aumentada e por isso é empregado um
equipamento capaz de resistir ou operar em altas pressdes acima de até
10000 bar ou até 15000 psi(MALDANER; JARDIM, 2012) Em
conparagdo com HPLC convencional, a eficiéncia da separagdo por
UHPLC e a resolucdo sdo aumentadas com picos mais def{hidos
LEGIDO-QUIGLEY, 2008)

O principio de espectrometria de massas baseia-se na capacidade
de separar e filtrar os ions de analitos sob estudo de acordo com a sua
massa/carga (m/z). Um espectrdmetro de massas possui uma fonte de
ionizacdo, um analisador de massas e um detector. Algumas técnicas de
ionizacdo mais usadas sao a ionizacaelgwrospray(ESI) e a ionizacao
guimica a pressao atmosférica (APETEINMANN; GANZERA, 2011)

A técnica de ESI € uma técnica branda de ionizagdo para uma faixa larga
de compostos e tem se difundido em diversas areas de ciéncia. A
ionizacdo poreletrospray pode gerar trés tipos de ions sendo: ions
moleculares (M) ou (M °); moléculas protonadas ([M+H] ou
desprotonadas ([M]") (ionsquasimoleculares) e moléculas
cationizadas ([M+Nd] [M+K]*) ou anionizadas ([M+Clletc) (CROTTI

et al, 2006) No processo de ionizacdo peletrospray os analitos séao
ionizados em solucdo e em seguida os ions sdo transferidasfpaea
gasosa por meio de aplicacdo de spray e voltagem especifica, seguida da
evaporacédo do solvente. Outro fator importante para estudos de massas é
0 tipo de analizador de massas. Alguns analizadores de massas
empregados para andlise qualitativa e quantitativa sdo denominados:
quadrupolojon trap, o tempo de vod&ime-of-flight- TOF) e oFT-ICR
(Fourier transform ion cyclotron ressonan@aU et al, 2013) O TOF é

um analisador que permite umadlise com elevada exatidao e resolucéo

na determinacdo de massas. Além disso, possui uma alta sensibilidade e
velocidade de aquisicdo para identificar espécies de ions nao conhecidos
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e para diferenciar dois compostos que possuem a mesma massa nominal,
mas diferentes composicdes elementais. Quando o TOF é acoplado a um
quadrupolo, QTOF-MS permite analise de MS/MS e produz massas
exatas para os ions precursores e filhASORTE; FERNANDEZ-ALBA,

2006) Atualmente, por causa de combinacdo tandem do mesmo ou
diferentes analizadores de massas, gerou-se resultados mais eficientes em
espectrometria de massas no caso para elucidacao estrutural e analise
quantitativa de produtos naturgdi§U et al, 2013) Isso entdo aprimora
seletividade e sensibilidade pamalises quantitativas. Os analisadores

em tandem mais usados incluem o triplo quadrupolo (QgQ ou TQ), Q-
Trap, IT-IT (LTQ Orbitrap), IT-TOF e o Q-TOF.

O uso de equipamentos de LC-TOF para quantificacdo tem aumentado
em Vvérias areas de pesquisa. Tém sido usados para quantificagdo em
matrizes biolégicas, alimentos, amostras ambientais, materiais explosivos
e extratos de plantagVILLIAMSON; BARTLETT, 2007). Avula e
colaboradores (2009) utilizaram este conjunto para quantificar
ginkgolideos e bilobalideo em amostras de plantas e suplementos
dietéticos. (KIVILOMPOLO; HYOTYLAINEN, 2007). Ainda Pd6l e
colaboradoreg007)usaram uma cromatografia bidimensional (LCXLC)
acoplada a TOF para quantificar glicosideosStievia rebaudiana
Kivilompolo e Hyoétyldinen(2007) como também quantificar acidos
fendlicos, inclusive acidos rosmarinico, nos extratos de plantas da familia
Lamiaceae.

H. brasilienseé usado popularmente na forma de cha, mas ndo ha
nenhum trabalho que busca desenvolver um método analitico para
guantificar as substancias no mesmo. Neste sentindo, o presente trabalho
fez uso de um equipamento UHPLC-ESI-QTOF para quantificar um
acido fenodlico e duas lactonas sesquiterpénicas no extrato aquoso de
Hedyosmum brasilienséD motivo para quantificar o RA e as duas
lactonas PDN e ONS é pelos estudos biolégico e farmacolégico ja
apresentados na literatura e pela sua presenca na infusdo ou cha das folhas
de H. brasiliense Enquanto RA apresenta varias atividades biol&gica
como anti-inflamatéria, antibacteriana, antiviral, antineurodegenerativa
entre outraKRAJCOVICOVA; MELUS, 2013) a PDN exibiuseatividade
antidepressiv&GONCALVESet al, 2012; TOLARDOet al, 2010)e a ONS
atividade antinociceptivlRENTIN et al, 1999)e citotoxica.
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4.2 Objetivos

Investigar quantitativamente por metodologia LC-MS 0s compostos
acido rosmarinico (RA), a podoandina (PDN) e onoseriolideo (ONS) no
extrato aguoso ddedyosmum brasiliense.

4.3 Materiais e Métodos

4.3.1 Equipamentos e solventes

Foram utilizados os equipamentos disponiveis nos laboratérios de
farmacognosia, central analitica, Centro de Biologia Molecular
(CEBIME) da Universidade Federal de Santa Catarina e também no
laboratério do Department of Pharmacognosy and Natural Products
Chemistry em Atenas, Grécia.

A secagem dos extratos foi realizada em um liofilizador EC
MicroModulyo. A concentracéo de fracbes foi realizada em evaporador
rotatorio Buchi equipado com bomba V700, controlador de presséo, sob
temperatura ndo superior a 40 °C.

As analises por cromatografia liquida de ultra eficiéncia e de massas
foram realizadas em um equipamento do modelo de Prominence UFLC,
Shimadzu (Japan), com injetor automatico e forno, acoplado a um
MicrOTOF-Q Il da Bruker Daltonics GmbH (Bremen, Germany), com
fontes de ionizacdo: ESI (lonizagdo por eletrospray), APCI (lonizacao
quimica a pressdo atmosférica) e APPI (Fotoionizacdo a pressao
atmosférica) com operacdo em modo positivo e negativo nao
simultaneamente. A fonte empregada para este estudo foi ESI. Os
solventes empregados para LC-MS foram de grau analitico (MS) de
origem Tedia e Sigma. A coluna empregada foi Zorbax Eclipse XDB-C18
(2.1 mm x 150 mm, 3,5um) doada pela Professora Francinette Ramos
Campos da Universidade Federal do Parana. Forno foi usado a
temperatura de 40°C e a fase movel consistiu em solventeGAqQH %

de acido férmico) e solvente B (MeOH). A metodologia para o sistema
de UFLC foi gradiente a um fluxo de 0,2 mL/min por 40 mins: 0 a 3 mins:
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20% B, 3 a5 min: 60% B, 5 a 12 min: 67% B, 12 a 25 min: 100% B, 25
a 35 min: 100% B, 35 a 37 min 20% B, 37 a 40 min: 20% B. Volume de
injecao foi 5 pl. Os parametros de MS para ionizacdo do RA f@&8m
modo negativo, Scan Begin 150 m/z, Scan End 650 m/z, Set Capillary
2500 V, Set End Plate Offset -500 V, Set Collision Cell RF 150,0 Vpp,
Set Nebulizer 1,0 Bar, Set Dry Heater 180 °C e Set Dry Gas 10,0 I/min.
Os parametros para ionizacdo das lactonas foram a seguir: ESI modo
positivo, Scan Begin 50 m/z, Scan End 650 m/z, Set Capillary 4500 V,
Set End Plate Offset -500 V, Set Collision Cell RF 160,0 \$st,
Nebulizer 1.5 Bar, Set Dry Heater 180 °C, Set Dry Gas 10.0 I/min.

Para preparacdo das amostras foram empregados metanol grau HPLC
el/ou agua purificada em sistema IMD (Millipore®).

4.3.2 Material vegetal

Hedyosmum brasiliendgei coletado no municipio de Anténio Carlos, na
Grande Florianépolis Santa Catarina em dezembro de 2011. A planta
foi identificada pelo botanico Professor Ademir Reis, professor do
departamento de botanica da Universidade Federal de Santa Catarina e
foi comparada com a exscicata (no. 2031) depositada no herbario Lyman
Bradford Smith (UNIVALLI, Itajai- Santa Catarina).

4.3.3 Preparacdo do extrato

As folhas frescas foram extraidas por infusao com agua deior=hoa (

°C) por 30 minutos na proporcao planta:solvente de 1.5 (m/v).
Posteriormente, os extratos foram filtrados, congelados e liofilizados,
como ja descrito no capitulo 3.

4.3.3.1Preparacao da matriz

Para obtencdo da matriz, o extrato foi adsorvido na resina FPX66,
conforme ja descrito no capitulo 3. A fracdo aquosa seca (matriz) foi
obtida através de liofilizagdo. Uma solucdo mée de 5 mg/mL foi
preparada.
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4.3.3.2Preparacdo das amostras

As amostras foram preparadas pela dissolucdo do extrato em
agua deionizada e metanol. O extrato aquoso foi usado na quantificacéo
do acido rosmarinico (RA8 a fracdo diclorometano foi empregada na
guantificacdo das lactonas podoandina (PDN) e onoseriolideo (ONS).
extrato aquoso foi preparado para obter uma concentragcdo de 5 mg/mL
como solucao mae. Para que a concentracao de RA ficasse dentro da faixa
de linearidade da curva analitica, o extrato foi dissolvido para 10 pg/mL.
Para obtencdo da fracdo diclorometano, aproximadamente 50 mg do
extrato aquoso foi dissolvido em 4gua deionizada e submetido a particao
liguido:liquido com diclorometano. A fragdo diclorometano e a fracéo
aqguosa foram secas sob vacuo para obter 1,1 mg e 48,6 mg
respectivamente. A fracao diclorometano foi dissolvido em metanol para
obter uma concentracdo de 1 mg/mL e a fracdo aquosa foi disstvida
agua A fracao diclorometano foi diluida a fim de obter a concentragédo 50
ug/mL para que a concentracdo de PDN e ONS ficasse dentro da faixa de
linearidade. Todas estas amostras foram sonicadas e filtradas em
membranas de 0,22 um.

4.3.4 Padrdes para curva

Os padrbes empregados para quantificacdo foram as substancias RA,
ONS e PDN isoladas no capitulo 3, todas com pureza acima de 97%. A
pureza foi calculada baseada na determinacéo da porcentagem dos picos
de impurezas em relacdo a area do pico dos compostos que foram
analisados no UHPLC-DAD. Os padrdes foram dissolvidos em metanol
para obter uma concentracdo de 1 mg/mL e na sequéncia sonicados e
filtrados em membranas de 0,22 um para obter as solu¢cdes maes que
foram armazenadas no refrigerador.

4.3.5 Validagdo do método

Para validacdo de método foram avaliados a seletividade, limites de
deteccao (LD) e de quantificacdolinearidade ea precisao (intra-dia e
inter-dia), a exatidao arobustez de acordo com RE 899 da ANVISA
empregando o método de padréo externo.
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4.3.5.1Validacao do &acido rosmarinico

A linearidade foi obtida utilizando sete diferentes concentragfes (0,25;
0,50; 0,75; 1,0; 2,5; 3,75 e 5 pg/mL) obtidas a partir da solugéo estoque
de 1 mg/mL. Amostras de controle de qualidade (CQ) foram preparadas
em trés niveis de concentracgdes: niveis de concentracdo baixa-(CQB
0,25 pug/mL), médio (CQM 1,0 ug/mL) e alta (CQA 5,0 ug/mL).

Para avaliar a seletividade, determinou-se o efeito matriz por meio dos
pontos CQB, CQM e CQA. A avaliacao do efeito matriz foi feita com
base na comparacédo das inclinacdes das curvas das amostras CQB, CQM
e CQA no metanol e na matriz onde uma concentracdo de 50 pg/mL da
matriz foi utilizada. As analises foram em triplicata. O calculo para a
avaliacdo do efeito matriz foi feito utilizando a equacéo abaixo:

C% =100 x (1- Sm/Ss)

Onde: Sm = inclinacao da curva obtida pela injecdo das amostras de CQ
de solucBes cada analito, preparados na matriz; Ss = inclinacdo da curva
obtida pela inje¢cdo das amostras de CQ de cada analito, preparados no
solvente.

Todas as soluctes foram preparadas e analisadas em triplicata. O limite
de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram determinados
conforme os calculos abaixo:

LD = 3 x DPa LQ =10 x DPa
b b

onde:

LD = limite de deteccao

LQ = limite de quantificacédo

Dpa = desvio padrdo do intercepto da curva de regressao
b = inclinacdo da curva analitica

A preciséo intra-dia e inter-dia faialiada por meio dos niveis de CQB,
CQM e CQA. A andlise inter-dia foi realizada em dois dias consecutivos.
Os resultados foram expressos como desvio padréo relativo (%BPR).
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exatidao foi determinada para as mesmas amostras como o erro padréo
(% EP) entre as médias das concentracfes calculadas e as concentracdes
nominais. Para avaliar a robustez, o fluxo foi alterado + 5%. Os fluxos
avaliados foram 0,19 mL/min e 0,21 mL/min. Os experimentos foram
feitos no nivel de CQM.

4.3.5.2Validacéo das lactonas onoseriolideo e podoandina

A linearidade foi obtida utilizando sete diferentes concentragfes (0,50;
1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 ug/mL) obtidas a partir da solucéo estoque de
1 mg/mL. Amostras de controle de qualidade (CQ) foram preparadas em
trés niveis de concentracdes: niveis de concentracao baixa-{Q{@B
pg/mL), médio (CQM-4,0 ug/mL) e alta (CQA 6,0 pg/mL).

Para avaliar a seletividade, determinou-se o efeito matriz por
meio dos pontos CQB, CQM e CQA. A avaliacdo do efeito matriz foi
feita com base na comparacdo das inclina¢des das curvas das amostras
CQB, CQM e CQA em metanol e na matriz onde uma concentracdo de
50 pg/mL da matriz foi utilizada. As analises foram em triplicata. O
célculo para a avaliacdo do efeito matriz foi feito utilizando a equacgéo
abaixo:

C% = 100 x (1- Sm/Ss)

Onde: Sm = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das amostras de CQ
de solucbes cada analito, preparados na matriz; Ss = inclinacdo da curva
obtida pela injecdo das amostras de CQ de cada analito, preparados no
solvente. Todas as solugfes foram preparadas e analisadas em triplicata.
O limite de detec¢do (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram
determinados conforme o método viseak célculos abaixo:

LD = 3 x DPa LQ =10 x DPa
b b

onde:

LD = limite de deteccdo
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LQ = limite de quantificagédo
Dpa = desvio padrdo do intercepto da curva de regressao

b = inclinacao da curva analitica

A precisao intra-dia e inter-dia foi avaliada por meio dos niveis
de CQB, COM e CQA. A andlise inter-dia foi realizada em dois dias
consecutivos. Os resultados foram expressos como desvio padréo
relativos (%0DPR). A exatidao foi determinada para as mesmas amostras
como o erro padrao (% EP) entre as médias das concentracdes calculadas
e as concentracdes nominais. Para avaliar a robustez, o fluxo foi alterado
+ 5%. Sendo que os fluxos avaliados foram 0,19 mL/min e 0,21 mL/min.
Os experimentos da robustez foram feitos no nivel de CQM.

4.3.5.3Tratamento de dados

Para tratamento de dados foram empregados o0s programas de
DataAnalysis e QuantAnalysis da Bruker e também Excel 2013 da
Microsoft.

4.4 Resultados e discussao

4.4.1 Desenvolvimento do método

Com o intuito de estudar as trés classes de compeastos
determinar o acido fendlico (RA) e as lactonas sesquiterpénicas (ONS e
PDN) precisava-se de uma metodologia que promovesse a analise rapida,
seletiva e também a quantificacdo dos compostos. O equipamento de
UHPLC-ESI-QTOF-MS foi escolhido por ser um equipamento sensivel e
por sua capacidade de detectar e quantificar substancias em quantidades
baixas em amostras (YABt al, 2013). Além disso, é reconhecido por
ser econémico e diminuir o gasto de solvente. O uso da coluna Zorbax
Eclipse XDB-C18 (2.1 mm x 150 mm, 3,5um), também facilitou o estudo
por ser capaz de reduzir tempo de analise, uso de solvente e por produzir
picos mais definidos. Com um fluxo de 0,2 pL/min e tempo de 40 minutos
foi possivel separar os compostos a ser estudados. Estudos prévios
desenvolvidos pelo autor, empregando solventes como acetonitrila,
metanol, agua (acido férmico 0,1%) mostraram que o metanol e agua
(acido férmico 0,1%), foram melhores parandlise pois melhoravam
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resolucado dos picos. Parametros espectrométricos de massas mostrados
no item 4.3.1, foram otimizados adequadamente, para obter o sinal mais
alto para os compostos de interesse. As areas dos ions extraidos (EIC) dos
compostos de interesse foram empregadas para a validagéo.

4.4.2 Validacao

O método de padronizacéo externa foi contemplado neste estudo.
Para o composto RA que foi analisado no modo negativd{f)-o ion
molecular extraido em 359,0761 + 0,02 foi empdeg A figura 55
mostra 0s cromatogramas do ion total (Fl©tal ion chromatogram) do
extrato e do ion molecular extraido (El@xtracted ion chromatogram)
do RA.

a_FFOE 10u9_m_1-10_01_1299.6 TIC -AT WS

125] a)

3 FFDE 10ug_m_1-10_01_1209 4 5C 350 076120 0200 -ALWS

b)

Figura 55: Cromatograma do ion total (TIC) do extrato (a) e ion
molecular extraido (EIC) do RA (b) (Rt = 9,0 minuto$.

Para os compostos PDN e ONS, os ions moleculares extraidos no modo
positivo ([M+H]* em 231,1421 + 0,02n/z e 245,1211 + 0,02n/z
respectivamente foram empregados. A figura 56 mostra o0s
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cromatogramas do TIC da fracdo diclorometano e EIC’s dos compostos
PDN e ONS.

tens, { FOG Amos2 50ug _1-42_01_ 12406 TG VAT M

a)

b)

Figura 56. Cromatograma do ion total (TIC) (a) e dos ions moleculares
extraidos (EIC) do ONS (Rt = 14 minutos) (b) e PDN (Rt = 19,3 minutos)

(©).

O tempo de retencao (Rt) e ion molecular de cada analito se encontra na
tabela 11.

Tabela 11.Tempo de retengdo e ion molecular dos compostos de
interesse.

Composto/PlI Tempo de m/z
retencao [M-H] [M+H] *
(Rt) minutos
RA 9,0 359,0761 + 0,02
ONS 14,0+0,1 245,1211+
0,02
PDN 19,310,1 231,1421+

0,02
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4.4.2.1 Determinagdo dos limites de detecc¢éo (LD) e de
quantificacéo (LQ)

As curvas de calibracdo de RA (0;25,0 ug/mL), PDN (1,6
6,0 pg/mL), ONS (faixa linear: 1,0 6 pg/mL) foram lineares, com
coeficiente de correlagéo (r) >0,99. As equacdes das retas e 0s respectivos
coeficientes de correlacdo sdo demonstrados na Tabela 12. O coeficiente
de correlacao (r) € um parametro que permite uma estimativa da qualidade
da curva obtida. Quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersdao do
conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de
regressao estimados. Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é
considerado um dado ideal para a linha de regressao. No emtanto,
ANVISA recomenda um coeficiente de correlacéo igual a 0,99 e o
INMETRO um valor acima de 0,9RIBANI et al, 2004)

Tabela 12.Dados de linearidade e sensibilidade para os compostos de
interesse.

Composto Faixa Equacdo dareta Coeficiente LD LQ
linear de pg/mL pg/mL
(ng/mL) correlagédo
Q]
RA 025-50 Y=66137,4 0,999 0,009 0,029
+189,8
ONS 1,0-6,0 Y=769251,%+ 0,999 0,3 1,0
77327,3
PDN 1,0-6,0 Y=2152286,2x 0,998 0,3 1,0
+ 789095

Y=éarea do analito; x=conc. do analito
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O limite de deteccdo (LD) é conhecido como a menor
concentracdo do composto de interesse analisado no qual o método é
capaz de diferenciar do ruido de fundo. Ja o limite de quantificacédo (LQ)
definesecomo a menor concentracdo do composto de interesse em uma
amostra que pode ser medida quantitativamente com valores aceitaveis de
precisao e exatiddo. O LD e LQ podem ser calculados empregando trés
maneiras diferentes:método visual, método relacéo sinal-ruido e método
baseado em parametros da curva anal(BtBANI et al, 2004) Neste
trabalho, empregou o método visual e 0 método baseado em parametros
da curva analitica que lammaos dados apresentados na tabela 13 para
cada composto de interesse. E pela primeira vez que estes compostos
estdo sendo quantificadasn Hedyosmum brasilienseEntretanto,o
acido fendlico (RA) tem sido quantificado em varias espécies de plantas
empregando outros métodos analiticos inclusive HPLC-DAD
(MODARRESet al, 2014),ressonancia magnética nuclear (RMNMIA
et al, 2013)e infravermelh@SALTAS et al, 2013). Recentemente,
quantificaram-se dessesete compostos incluindo acido rosmarinico e
Chloranthalactone E, uma lactona sesquiterpénicgasoandra glabra
por cromatografia liquida acoplada a um triplo-quadrugslo et al,

2014) Encontraram os LD’s do acido rosmarinico e Chloranthalactone E
como 0,90 ng/mL e 1,25 ng/mL respectivamente. WU e colaboradores
(2013) numa revisdo mostraram que 0S equipamentos de triplo-
quadrupolos sdo bem mais sensiveis para quantificacdo do que os
QTOF's.

A precisdo pode ser medida através da estimativa do desvio padrédo
relativo (DPR), também conhecido como coeficiente de variacédo (CV) e

é empregada para avaliar a proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A
precisdo pode ser avaliada de trés maneiras: através da repetibilidade
(precisdo intra-dia); precisdo intermediaria (precisdo inter-dia) e
reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial). A exatiddo representa o
grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um
determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro.

A repetibilidade, a precisao intermediaria e exatidao para o acido fenélico

e as lactonas sesquiterpénicas foram adequados neste Aestudo.
repetibilidade do RA foi avaliada empregando as amostras de £€Q. A
amostras ndo apresentaram DPR maior que 6%. A respeito da precisdo
intermediaria, os DPR das amostras nao foram maiores que 11%. Os
dados das areas do RA para a repetibilidade e a exatiddo se encontram na
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tabela 13. Os dados da precisao intermediaria para os CQ’s se encontram
na tabela 14. A repetibilidade e preciséo intermediaria e exatiddo do RA
foram determinadas avaliando replicatas (h=3) nas concentracdes de
controle de qualidade CQB, CQM e CQA. A precisado intermediaria foi
avaliada por dois dias consecutivos.

Tabela 13.Dados de RA para repetibilidade e exatidao.

Replicata Areas de RA
COB COM COA
1 22368 90658 474790
2 20490 90150 452976
3 22675 91721 471151
Média 221844,3 90843 801,7 466305,7
Desvio padrdo 1182,9 11686,3
DPR % 54 0,9 2,5
Exatiddo % emiEP 8,3 3,8 1,7

aDesvio Padrido Relativd’ Erro Padréo

Tabela 14.Dados de RA para precisao intermediaria.

Dia Replicata Areas de RA
COB coMm COA
1 22368 91051 474790
1 2 20490 90150 452976
3 22675 91721 471151
1 26884 95268 443541
2 2 25678 87719 452006
3 25354 92441 443028
Média 24074,8 91391,7 456248,7
Desvio padrao 21749 2505,3 13644,
DPR % 10,2 2,8 3,0

aDesvio Padrao Relativo

Paa ONS e PDN, a repetibilidade das amostras de CQ néo ultrapassou
7% e 7,5%, respectivamente. Os dados de repetibilidade, exatiddo
precisdo intermediaria pONS se encontram nas tabelas 15 e 16,
respectivamente. Os dados de repetibilidade e precisédo intermediaria
parm PDN se encontram nas tabelas 17 e 18. A precisdo intermediaria foi
avaliada por 2 dias consecutivas.
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Tabela 15.Dados de ONS para repetibilidade e exatidao.

Replicata Areas de ONS

COB CoM COA

1 799755 3454275 4992630

2 728165 3421836 5089734

3 707990 3539424 5108037

Média 745303,3 3471845 5063467

Desvio padrao 48223,4 60731,1 62025,5
DPR % 6.5 1,7 1,2
Exatiddo % enSEP 3,2 1,0 0,7

apDesvio Padrdo RelativBErro Padréo

Tabela 16.Dados de ONS para precisao intermediaria

Dia Replicata Areas de ONS
COB COM COA
1 799755 3454275 4992630
2 728165 3421836 5089734
1 3 707990 3539424 5108037
1 738165 3609007 5066213
2 854906 3568522 5268392
2 3 737364 3552419 5416813
Média 771196,7 35242472 5156969,8
Desvio padrdo 55834,2 71487,9 156264,4
DPR % 7,3 2,0 3,0

aDesvio Padrao Relativo

Tabela 17.Dados de PDN para repetibilidade.

Replicata Areas de PDN

CQB CQM CQA

1 2988142 9009117 13126629

2 2669752 9871770 13061120

3 3054236 9788297 13231461

Média 2904043,3 9556394,7 13139736,7
Desvio padrao 205575,8 475790,4673 85923,6

DPR % 7,1 5,0 0,6
Exatiddo % emiEP 4,0 1,6 2,6

apDesvio Padrdo RelativErro Padrdo
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Tabela 18.Dados de PDN para precisado intermediaria.

Dia Replicata Areas de PDN
COB CoMm COA
1 2988142 9009117 13126629
1 2 2669752 9871770 13061120
3 3054236 9788297 13231461
1 3236911 9395950 14146003
2 2 3339427 9591986 13254946
3 3111454 9386570 14034324
Média 3066653,7 9507281,7 13475747,2
Desvio padréo 232055,6 314366,1 482385,5
DPR % 7,6 33 3,6

aDesvio Padrao Relativo

Para garantir que uma metodologidanéensivel as pequemna
alteracdes nas condicGes experimentais é importante demonstrar a
robustez. Neste experimento, a robustez foi avaliada empregando a
amostra de CQM para ONS e PDN e alterando o fluxo para 0,19 mL/min
ou 0,21 mL/min. Nenhuma destas alteracdes afetou significantemente a
area da amostra CQM comparando com os dados de precisdo que foram
obtidos com o fluxo de 0,2 mL/min. Sendo assim, os desvios padrdo
relativos (DPRs) das areas obtidos em relagéo a repetibilidade ndo foram
maiores que 5%. A tabela 19 mostra os dados das areas obtidos para ONS
e PDN durante a alteracao do fluxo e os seus respectivos DPRs em relacéo
aos dados do CQM obtidos durante a repetnilé

Tabela 19.Dados de robustez para ONS e PDN.

Composto Fluxo Area (média) °DPR%
ONS 0,19 3499131,5 0,6
0,21 3686532,5 4,2
PDN 0,19 9836787,2 2,0
0,21 10237638,8 4,9

°DPR- Desvio padrao relativo entre a repetibilidade os dados obtidos
para robustez
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O efeito matriz foi de 4,0; 17,0 e 0% para RA, ONS e PDN,
respectivamente. O efeito matriz & considerado baixo para intervalos entre
-20% < C% <20%, médio para os intervalos -50% < C% <-20% ou 20%>
C%> 50% e elevado para os intervalos C% < -50% ou C%> 50%
(CERQUEIRAEt al, 2011) Portanto, pode-se verificar que o efeito matriz
na quantificacdo dos compostos de interesse € baixo. A tabela 20 mostra
os dados de inclinacdo das curvas obtidas pela injecdo das amostras de
CQ de solucdes de cada analito, preparados na matriz e no solvente.

Tabela 20.Dados de inclinacéo das curvas das amostras CQ em matriz

e solvente.
Composto Inclinagéo Efeito matriz
Solvente Matriz (C%)
RA 93669 89853 4
ONS 867202 721522 17
PDN 2x10° 2x10 0

A quantidade do RA, ONS e PDN encontradas no extrato aquoso
foram 188 mg/g, 1,7 mg/g, e 1,9 mg/g de extragspectivamente
empregando as médias das areas encontradas nas amostras para &
quantificacdo (124762,7 = RA; 3380638 = ONS; 11068326 = PDN).
Através da metodologia por UHPLC-ESI-QTOF foi possivel quantificar
0s constituintes quimicos thedyosmum brasiliengeA, ONS e PDN.

4.5 Concluséao

A partir destes resultados foi possivel concluir que:
- A metodologia empregada neste trabalho foi seletiva, precisa e robusta.

- O efeito matriz avaliada para todas as amostras nao foi maior $ue 18
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- Os coeficientes de correlagdo foram > 0,99.

- As quantidades de RA, ONS e PDN no extrato aquoso liofilizado foram
188 mg/g, 1,7 mg/g e 1,9 mg/g respectivamente.
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Capitulo 5 - Discussao geral

“Devido aos seus constituintes aromaticos, analépticos e
febrifugos Hedyosmum brasilienseé utilizado contra enxaquecas,
doencas de ovario e é Util para tratar frieiras. Ainda, a infusédo das folhas
pode produzir um chd altamente estomaquico, refrigerante e diurético. As
folhas frescas ainda podem ser empregadas como um ténico e afrodisiaco
ao macerar 30 g em 600 g de vinho braR&ITZ, 1965). A busca para
validar estes usos populares cientificamente tem levado alguns
pesquisadores das areas de farmacognosia, farmacologistas e batanicos
trabalhar em conjunto. Aos autores deste trabalho, a planta foi
apresentada pelo Professor Ademir Reis, um botanico atualmente
aposentado do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Santa Catarina. Até entdo, os autores tém trabalhado em conjunto com
farmacologistas e outros pesquisadores na UFSC e em outras instituicdes.
Por causa do uso desta espécie como afrodisiaco em vinho branco e como
cha, os autores buscaram estudar a planta fitoquimicamente isolando e
caracterizando 0os compostos nos extratos etanoélico e aquoso. Além disso,
se preocuparam em validar farmacologicamente alguns usos populares. O
seu uso popular por ser afrodisiaco e calmante foi contemplado. Por isso,
farmacologistas nas areas de sistema cardiovascular e sistema nervoso
central foram contatados para possivel colaboracdo. O Professor José
Eduardo da Silva Santos do departamento de farmacologia da UFSC
avaliou o extrato etandlico, as suas fracdes e alguns dos seus constituintes
isolados no sistema cardiovascular para avaliar os efeitos de relaxamento
em artérias e corpo cavernoso de camundongos. A Professora Marcia
Maria de Souza (Nucleo de Investigacbes Quimicas Farmacéuticas -
NIQFAR) da Universidade do Vale do Itajai, e Professora Rubia Weffort
da Universidade Federal de Maringa investigaram o extrato e algumas
substancias isolados no sistema nervoso central em camundongos e ratos.

Os constituintes quimicos isolados até o momentoHddyosmum
brasilienseestéo descritos nos capitulos 1, 2 e 3. As técnicas fitoquimicas
tradicionais como particdo liquido:liquido e cromatografia em coluna
com técnicas aprimoradas como cromatografia de particdo centrifuga
(CPC) e LC-MS foram empregadas para este fim. Os principais
compostos encontrados erdledyosmum brasiliensepodem se
classificados em sesquiterpenoides, fendlicos, esteroides, acidos e ésteres
alifaticos sendo que neste trabalho atual, foram encontrados
sesquiterpenoides e fendlicos. E interessante ressaltar que alguns dos
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compostos isolados e caracterizados no extrato etandlico se encontram
também no extrato aquoso.

Os sesquiterpenoides encontrados neste trabalho possuem o0s
carboesqueletos guaiant),(lindenano 2), elemano J), eudesmanoj
e aromadendran®) (Figura 57).

HO'
Podoandina Onoseriolideo 15-hidroxi-isogermafurenolideo

15
1p-acetoxieudesman-3,7(11)-dien-8,12-olideo Aromadendrano-4,10¢-diol

Figura 57. Sesquiterpenoides isoladostdedyosmum brasiliensios
extratos etandlico e aquoso.

A podoandina, onoseriolideo, 15-hidroxi-isogermafurenolideo e o
composto inédito B-acetoxyeudesma-3,7(11) dien— 8,12 — olideo
foram isolados do extrato aquoso (capitulo 3) e 0 aromadendpalrio-4

diol foi isolado da fragéo diclorometano do extrato etandlico (capitulo 2
—item 2.4.3.1). Embora os lindenanos sejam atribuidos como marcadores
guimicos da familia Chloranthace@@WABATAA e MIZUTANI, 1988),

em Hedyosmum brasilienseencontrouse outros quatro tipos de
sesquiterpenoides. A podoandina, onoseriolideo e 15-hidroxi-
isogermafurenolideo ja foram isolados e caracterizados no extrato
etandlico(AMOAH et al, 2013) Os sesquiterpenoides possuem Varios
tipos de atividades bioldgicas, entre selntioxidantes, citotoxicas
antitumorgénicas, antibacteriana e antifUngiEBERRARI et al, 2013;
MERFORT, 2011; ROSSINgt al, 2012)
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A podoandina que foi primeiramente isoladaRtmdocarpus andina
mostrou atividade moluscicidgUBO et al, 1992) tem mostrada que
possui possiveis atividades antidepress{GDONCALVES et al, 2012)
anti-Alzheimer e relaxante. Por causa da sua atividade antidepressiva,
buscou-se continuar os estudos para saber se apds a sua administracac
cronica a podoandina continuara efetuando a sua atividade antidepressiva.
Este estudo foi avaliado pela aluna de iniciacao cientifica, Jéssica Mendes
Bonato da Professora Rubia Maria Monteiro Weffort de Oliveira do
departamento de farmacologia e terapéutica da Universidade Estadual de
Maringa. Entretanto, o efeito antidepressivo se perdeu apés administracéo
crbnica, podendo ser por causa do desenvolvimento de tolerancia
(resultados ndo mostrados - os resultad@f@ntregues como relatério

para o Programa de iniciacdo cientifica na Universidade Estadual de
Maringd). Todavia, este estudo poderia ser aprofundado para comprovar
a causa da tolerancia. E interessante ressaltar que uma nova coleta de
Hedyosmum brasiliensgue foi feita em uma época diferente com o
intuito de isolar mais podoandina mostrou a falta desta no extrato. Porém,
mais de 300 mg tinha sido isolada desta esgéti®AH, 2011) Esta
auséncia do composto no extrato pode ser por causa de fatores abiéticos
ou hidticos(GOUVEA, GOBBO-NETO E LOPES, 2012um assunto que
poderia ser pesquisado.
Onoseriolideo tem mostrada atividade antinocicegi®ENTIN et al,

1999) que entdo pode ser responsavel pela atividade anti-inflamatéria
exibida porHedyosmum brasiliens&studos farmacologicos que foram
avaliados recentemente mostrou que ela possui atividade relaxante junto
com a l5acebxi-isogermafurenolideo e podoandina e ainda atividade
citotoxica (esultados ndo publicadhs

O aromadendranop41Qx-diol ja foi isolada daXylopia brasiliensise
mostrou atividade antifingic@MOREIRA et al, 2003) entretanto, esta
substancia impediu o efeito do peptideamiloide 142 (AB1-42) nos
neurdnios em camundongdd composto inédito B-acetoxyeudesma-
3,7(11)- dien— 8,12 olideo né&o foi testado farmacologicamente por ter
pouca quantidade. Todavia, alguns eudesmanolideos tém exibidos
atividades citotoxicas em células A549 (adenocarcinoma pulmonar
humano ) e V79379A (fibroblasto pulmonar de camundongos
(ROSSELLlIet al, 2012)

Os fendlicos que foram encontrados podem ser classificados em &cidos
fendlicos e seus derivados (figura 58), flavonoides e neolignanas (figura
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59). Segundo DAl e MUMPER2010, os fendlicos sdo potentes
antioxidantes e podem ter atividades antitumoral . Além disso, estas
substancias podem exibir efeitos cardioprotetor, anti-inflamatério
neuroprotetor entre outr@sl et al, 2014) Sendo assim, algumas destas
substancias podem ser responsaveis pelas atividades indicadas no uso
popular.

OH

OH

AN N
N -OH
1 3 HO!
‘5 :‘L
" “oH OH
oresbiusina A
O\C/OH
\O
HO
o/
OH
OH
SeideNERilics aldeido protocatéquico escopoletina

Figura 58. Estruturas de acidos fendlicos e derivados isoladas de
Hedyosmum brasiliense
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(-)-(7S, 8R)-5-metoxidiidrodesidrodiconiferil alcool 4-0O-
B-D-glicopiranosideo

oH ° 0 OH
canferol canferol-3-B-0-glucuronideo

Figura 59. Estruturas de neolignanas e flavondides isoladas de
Hedyosmum brasiliense.

Através do método de CPC, o &cido rosmarinico foi isolado e
identificado como a substancia majoritaria no extrato aquoso (capitulo 3).
Além disso, foi encontrado nas fracdes acetato de etila e aquosa do extrato
etandlico (capitulo 2). Esta substancia € responsavel por inumeras
atividades  biolégicas como  antibacteriana, antiangiogénica,
antidepressiva entre outr¢BULGAKOV et al, 2012; KRAJCOVICOVA,;
MELUS, 2013; PETERSEN, 2013Entretanto, um estudo biolégico em
colaboracdo mostrou que o acido rosmarinico ndo possui atividade contra
Mycobacterium tuberculosigcapitulo 3). Esta substancia ja foi
encontrada em varias familias no reino veg@&aTERSENet al, 2009)
mas € a primeira vez que se encontra nesta espécie. Além disso, é usada
nas indUstrias cosméticas e de alimentos como conservante. A grande
gquantidade desta substancia sintetizadakpelaasiliensedeve ser para
a sua protecdo inclusive dos raios ultravioletas e infecgbes. Para as
indastrias, pode ser interessante para conservacdo de alimentos e
cosmeéticos. Mais informacdes sobre esta substancia se encontra numa
revisdo preparadantitulada “Rosmarinic acid- pharmaceutical and
clinical aspects(AMOAH et al, 2015- submetid
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No capitulo 4 uma metodologia foi desenvolvida e validada para
guantificar o &cido rosmarinico, onoseriolideo e podoandina no extrato
aquoso, empregando o equipamento UHPLC-ESI-QTOF do Centro de
biologia molecular (CEBIME). Decidiu-se explorar desta maneira, pois 0
cha deH. brasilienseé a forma mais usada na medicina popular e
conhecendo quantidades de algumas substancias principais,
especialmente acido rosmarinico, podoandina e onoseriolideo que ja tem
mostradas atividades bioldgicas e farmacoldgicas serd de grande
importancia para consolidar pesquisa cientifica que apoiaria 0 seu uso, a
sua eficacia e seguranca. Além disso, o0 método escolhido é considerado
sensivel e altamente capaz de detectar quantidades minimas de
substancia@VU et al, 2013) Neste estudo, conseglsadesenvolver uma
metodologia que gerou curvas com coeficiente de correlacdo maiores que
0,99 como estipulado pelo RE 899 da ANVISA e a repetibilidade e
precisao intermediaria com desvio padrao relativo (DPR) menores que
11%. A quantificacdo de &cido rosmarinico indicou uma concentracao
de 188 mg/g no extrato, uma guantidade alta em comparacdo com outras
plantas especialmente da familia de Lamiaceae que sintetizam acido
rosmarinicqPETERSENgt al, 2009; SALTASet al,, 2013; SHEKARCHlet

al., 2012) Portanto, o uso desta espécie como fonte de acido rosmarinico
para industrias de alimentos, cosméticos e farmacéuticas pode ser
contemplado.

Conclusdes gerais

e Cinco sesquiterpenoides (um sendo inédito) e onze fendlicos
foram isolados e caracterizados neste trabalho

e A continuacao dos estudos fitoquimicos das subfracdes e fraces
de diclorometano, acetato de etila e aquosa levou ao isolamento
e caracterizacao de seis (6) substancias que estdo sendo descritas
pela primeira vez patdedyosmum brasiliengaromadendrano-
43,10u-diol, acido rosmarinico, rosmarinato de etila, canferol,
carferol-3-O-glucuronideo e oresbiusina A) e trés substancias
(aldeido protocatéquico, acido vanilico e escopoletina) que ja
foram descritas previamente pa&tadyosmum brasiliense

e A analise fitoquimica do extrato aquoso gerou o isolamento e
caracterizacdo de deftacetoxyeudesma-3,7(11)dien— 8,12

— olide que é uma substancia inédita. Ainda, pelo método
desenvolvida por cromatografia de particdo centrifugal, acido
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rosmarinico foi isolado através de um sé passo. Além disso,

acido isorinico, urolignosideo, 7 8R)-5-
metoxidiidrodesidrodiconiferil alcool-O-B-D-
glicopiranosideo, canferol, canferoB3©-glucuronideo

podoandina, onoseriolideo e 15-hidroxi-isogermafurenolideo
foram isolados e identificados.

¢ O método de quantificacdo por UHPLC-ESI-MS proporcionou a
guantificacdo do acido rosmarinico, onoseriolideo e podoandina
no extrato aquoscom precisdo (RSD < 11%) e exatidao (EP <
5). As curvas foram lineares com coeficiente de correlacdo
maiores que 0,99.

e Quanto aos testes bioldgicos, a podoandina e aromadendrano-

43,10u-diol reverteram significativamente o depésito do
peptided3-amildide 1-42 (81-42) nos neurdnios em roedores.
A podoandina, onoseriolideo e 15-acetoxi-isogermafurenolideo
relaxaram o0s anéis adrticos e corpo cavernoso e 0 acido
rosmarinico ndo mostrou nenhuma atividade contra
Mycobacterium tuberculosis.

Perspectivas
Estudar a sazonalidade #tedyosmum brasiliensavaliando o 6éleo
essencial e producao dos outros metabdlitos secundarios.
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