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RESUMO

Cordia rufescens A. DC, um pequeno arbusto do Nordeste do Brasil conhecido popularmente como
“ramela-de-velho” ou “pau-pombo”, ¢ usado na medicina popular como abortivo, anti-inflamatério
e no tratamento da dismenorréia e dispepsia. As partes aéreas de C. rufescens foram secas, trituradas,
submetidas a extracdo com EtOH a 95% e concentradas em rotaevaporador, para obtencdo do
extrato etandlico bruto (EEB) que foi solubilizado em solucdo hidrometandlica e particionado,
resultando nas fases hexanica, diclorometénica e acetato de etila. A fase hexanica foi submetida &
cromatografia em coluna sob média pressao, onde foram coletadas cinquenta e uma fracGes, as quais
foram analisadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA). A fragdo 9 foi submetida
a cromatografia em coluna de silica gel que gerou seis fracdes, as quais foram analisadas por RMN
de H e B°C resultando na identificacdo de uma substincia como sendo a-amirenona (1), relatada
pela primeira vez na espécie em estudo, contribuindo de maneira significativa para o estudo
quimiotaxondmico desta planta.

Palavras-chave: Cordia rufescens A. DC, cromatografia, a-amirenona.

ABSTRACT

Cordia rufescens A. DC, a small shrub in Northeastern Brazil popularly known as “old-ramela” or
“pau-pigeon”, is used in folk medicine as an abortifacient, anti-inflammatory and in the treatment
of dysmenorrhea and dyspepsia. The aerial parts of C. rufescens were dried, crushed, submitted to
extraction with 95% EtOH and concentrated in a rotary evaporator, to obtain the crude ethanolic
extract (CEE) which was solubilized in hydromethanolic solution and partitioned, resulting in the
hexane, dichloromethane and ethyl acetate phases. The hexane phase was subjected to column
chromatography under medium pressure, where fifty-one fractions were collected, which was
analyzed by analytical thin layer chromatography (TLC). Fraction 9 was subjected to silica gel
column chromatography that generated six fractions, which were analyzed by H and *C NMR
resulting in the identification of a substance as being a-amirenone (1), reported for the first time in
the species under study, contributing significantly to the chemotaxonomic study of this plant.

Keywords: Cordia rufescens A. DC, chromatography, a-amirenone.

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 10, p.79524-79535, oct. 2020. ISSN 2525-8761




JRrazilian Journal of Development

1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para prevencao, tratamento e cura de doencas teve inicio desde
0 surgimento das primeiras civiliza¢cbes humanas, se difundindo mundialmente até os dias atuais.
Apesar do intenso uso na medicina popular, muitas plantas ainda ndo foram estudadas do ponto de
vista quimico e bioldgico, comprovando suas propriedades farmacoldgicas. As pesquisas em
produtos naturais tém crescido nos ultimos anos devido a grande procura da populagdo por novas
alternativas terapéuticas com menos efeitos colaterais, de facil acesso e baixo custo (1-3).

Cordiaceae, anteriormente classificada como uma subfamilia de Boraginaceae possui
distribuicdo predominantemente tropical, ocorrendo em todos os estados brasileiros (4-6). Muitas
espécies pertencentes a essa familia sdo utilizadas na medicina popular para tratamento de diversas
afecces do trato gastrintestinal, urogenital, respiratorio, cardiovascular e sanguineo, possuindo
propriedades antimicrobiana, anti-inflamatdria, anti-helmintica, diurética, analgésica, entre outras
(7,8).

O género Cordia L. retine mais de 300 espécies, dentre as quais encontra-se Cordia rufescens
A. DC. (sinonimia C. piauhiensis), conhecida popularmente como “ramela-de-velho” ou “pau-
pombo” (Figura 1), um pequeno arbusto do nordeste do Brazil. C. rufescens é utilizada na medicina
popular como agente abortivo, anti-inflamatorio e no tratamento da dismenorréia e dispesia. Estudos
quimicos anteriores desta espécie relataram a presenca de saponinas, esterdides glicosilados,
lignanas arilnaftaleno, e polifendis (9,10).

O presente estudo tem como objetivo a investigacdo de metabolitos secundarios das partes

aéreas de C. rufescens.

Figura 1. Folhas, flores e frutos de Cordia rufescens A.DC

Disponivel em: http://plantsoftheworldonIine.org/taxon/urn:Isid:ipni.org:names:275038;2. Acesso em: 02 Jul. 2019.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas de Cordia rufescens foram coletadas em 2002 no municipio de Cruz do
Espirito Santo-PB. O material vegetal foi identificado pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra e a
exsicata desta espécie encontra-se catalogada no Herbéario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) do Centro
de Ciéncias Exatas e da Natureza na Universidade Federal da Paraiba sob registro AGRA 5994. O
acesso ao material foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen-Brasil) sob o protocolo AOE7358.

As folhas de C. rufescens (2,805 kg) foram secas em estufa com ar circulante a temperatura
média de 45 °C durante 72 horas. Ap6s secagem, o material vegetal foi submetido a um processo

de pulverizacdo em moinho mecanico, obtendo-se 800 g de po seco.

2.2 EXTRACAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE C. RUFESCENS

O material vegetal seco e pulverizado (800 g) foi submetido a maceracdo com etanol (EtOH)
a 95% em um percolador. Esse processo foi repetido quatro vezes com intervalo de 72 horas entre
cada extracdo. A solucdo etandlica obtida foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob
pressao reduzida & uma temperatura média de 45 °C, obtendo-se 106,10 g do extrato etandlico bruto
(EEB).

2.3 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

O extrato etandlico bruto (75 g) foi dissolvido em uma mistura etanol:dgua (7:3) e
homogeneizado em agitagdo mecéanica por 60 minutos, para obtencdo de uma solucdo
hidroalcodlica. Essa solucdo foi submetida a particdo liquido:liquido em ampola de separacdo sob
agitacdo manual utilizando consecutivamente solventes de polaridades crescentes, obtendo-se as
respectivas fases.

As solucBes obtidas no processo de particdo foram tratadas com NaSOs anidro, para
remocao do excesso de agua, e em seguida foram concentradas em evaporador rotativo, obtendo-
se: 19,6 g da fase hexanica, 16 g da fase diclorometéanicae 6,3 g da fase acetato de etila.

A fase hexanica (5 g) foi submetida & cromatografia em coluna sob média presséo, realizada
em aparelho de Média Pressdo (BUCHI Sepacore® Easy Purification Systems), utilizando como
fase estacionéaria 60 g de silica gel com particulas 63-200 um de didmetro, uma coluna de vidro
cilindrica como suporte e como fase movel foram utilizados Hexano e Acetato de etila em sistema

gradiente e isocratico, distribuidos em onze ciclos, sob fluxo de 50 mL/min.
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Foram coletadas 51 fragdes com 100 mL cada, as quais foram concentradas em evaporador
rotativo sob pressdo reduzida a 40 °C. Todas as fragcbes foram analisadas por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) utilizando cromatofolha de aluminio-silica gel 60 Fzss4 artigo
7749 (Merck), reveladas por exposicéo a luz ultravioleta (UV) sob os comprimentos de onda 254 e
366 nm, sendo entéo, reunidas de acordo com os seus fatores de retencdo (Rfs) em 23 fragdes (Cr-
FH-1 - Cr-FH-23).

A fracdo Cr-FH-9 (78 mg) foi escolhida por apresentar Rfs distintos, o que possibilita uma
boa separacao. Esta foi submetida a coluna cromatografica (CC), utilizando como fase estacionaria
silica gel e como fase movel hexano, acetato de etila e metanol, com sistemas de elui¢do em ordem
crescente de polaridade. Esse procedimento resultou em seis frages (Cr-FH-9.1 — Cr-FH-9.6) as

quais foram concentradas em evaporador rotativo a 40 °C.

2.4 ANALISE POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As fracOes foram analisadas para identificacdo estrutural em espectrometro da marca Bruker
operando a 400 MHz para hidrogénio (RMN *H) e 100 MHz para carbono-13 (RMN *3C), localizado
no Laboratério Multiusuério de Caracterizacao e Anélise (LMCA) da UFPB. Para solubilizacéo das
amostras foi utilizado solvente deuterado (CDCl3) da Cambridge Isotope Laboratories.

A andlise dos espectros de RMN de 'H e *C da fragio Cr-FH-9.1 resultou na identificagdo

da substancia 1.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A substancia 1 foi obtida como um sélido amorfo (10 mg). O espectro de RMN de *H obtido
a 400 MHz em CDCIs (Figuras 2 e 3) mostrou a presenca de varios simpletos na regido de o4 0,79
a 1,23 caracteristicos de triterpenoides, um tripleto em o1 5,13 com integral para 1H e constante de
acoplamento J = 2,8 Hz atribuido ao hidrogénio olefinico (H-12). Neste mesmo espectro, também
foi possivel observar a auséncia de um sinal em 6n 3,22 sugerindo que essa substancia ndo possui
hidroxilagéo em C-3.

O espectro de RMN de *C- APT obtido a 100 MHz em CDClIs (Figuras 4 e 5) confirmou a
analise feita no espectro de RMN de *H, apresentando um sinal em & 210,25 atribuido a carbonila
em C-3 bem como a auséncia de um sinal em d¢ 77,5 de carbono ligado a hidroxila. Na regido de
olefinas, foi possivel observar um par de sinais em 8¢ 124,21 (CH) e 8¢ 139,72 (C) caracteristicos de

esqueleto ursan-12-eno. Os demais sinais de RMN de *H e *3C estdo compilados na Tabela 1.
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Apos a analise dos dados espectrais de RMN de 'H e *C e comparagio com os dados da
literatura (11, 12), foi possivel identificar a substancia 1 como sendo 3-oxo-ursan-12-eno ou o-
amirenona (Figura 6).

Essa substancia € bastante relatada na literatura e foi previamente isolada de plantas de
diversas familias exemplificadas a seguir, geralmente em uma mistura com -amirenona. Em 1998,
Carvalho et al., relataram a presencga da a-amirenona no extrato hexanico das folhas de Eschweilera
longipes (Lecythidaceae) (13). Em 2007, Silva et al. isolaram a-amirenona do extrato hexanico do
caule de Alibertia macrophylla (Rubiaceae) (14). O estudo da fase diclorometanica das folhas de
Cajanus cajan (Fabaceae) realizado por Rodrigues, Oliveira e Veja (2014), também resultou no
isolamento dessa substancia (15). Em um estudo realizado por Bouattour et al. (2016), a analise do
extrato hexanico das folhas de Echinops spinosissimus (Asteraceae) por CG-MS relatou a presenca
de a-amirenona (16).

Atividades farmacolégicas foram relatadas em estudos anteriores com a-amirenona. Um
estudo feito por Quintéo et al. (2014) envolvendo a administragdo oral da mistura de a,-amirenona
a camundongos demonstrou sua capacidade de reduzir a hipersensibilidade mecénica e o edema da
pata induzido por carragenina, bem como a relacdo com a migracao de neutréfilos (17). Em 2015,
Almeida et al., verificaram que triterpenos como o,-amirina, a,-amirenona, breina/maniladiol na
concentragdo de 10 pg/mL inibiram a produg¢ao de Interleucina-6 (IL-6) (18). Ferreira et al. (2017),
avaliaram a atividade in vitro da a,-amirenona em relacdo a inibicdo de enzimas envolvidas no
processo de absor¢do de carboidratos e lipidios, como a-amilase, a-glucosidase e lipase onde
observaram que a mistura triterpénica apresentou uma inibicdo seletiva de a-glucosidase e lipase

pancreatica (19).

4 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico dos constituintes presentes nas folhas de Cordia rufescens A.DC levou
ao isolamento de uma substancia (1) a partir da fase hexanica. Considerando os resultados espectrais
obtidos e sua comparacdo com os dados da literatura, foi possivel identificar 1 como sendo a-
amirenona, relatada pela primeira vez na espécie em estudo, contribuindo de maneira significativa

para o estudo quimiotaxonémico desta planta.
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Tabela 1. Dados de RMN de *H, 3C (400 e 100 MHz, CDClIs) de Crh-1, a-amirenona em comparagao aos dados obtidos

na literatura nas mesmas

condigBes (11,12).

C Crh-1 a-amirenona
OoH oc oH oc

1 38,7
2 29,7 28,7
3 210,2 216,7
4 38,7
5 55,2 0,67 (d; J=11,6 H2) 55,1
6 18,1 18,4
7 32,4 32,2
8 - 39,7 - 40,0
9 46,9 47,7
10 - 37,1 - 36,9
11 23,5 23,3
12 5,13 (t; J=2,8HHz) 124,2 5,06 (t; J = 3,2 Hz) 124,4
13 - 139,7 - 139,5
14 - - 42,0
15 28,1 1,94 (td, J=4,5e 13,5 Hz) 27,2
16 26,6 1,76 (td, J =5,0 e 13,5 Hz) 26,6
17 - 34,7 - 33,7
18 59,1 59,0
19 39,6 39,6
20 39,5 39,6
21 31,2 31,2
22 1,23 415 1,85 (td, J=3,0e 7,0 Hz) 415
23 0,97 (s) 28,7 0,93 (s) 28,1
24 0,89 (s) 15,4 0,74 (s) 15,6
25 0,85 (s) 15,4 0,73 (s) 15,6
26 1,06 (s) 16,8 0,89 (s) 16,8
27 1,07 (s) 23,1 1,01 (s) 23,2
28 1,03 (s) 28,7 0,94 (s) 28,1
29 17,4 0,85 (d, J =6,0 Hz) 17,4
30 21,3 0,73 (d,J=7,0Hz) 21,4

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 10, p.79524-79535, oct. 2020.

Fonte: OLEA e ROQUE, 1990; DIAS, HAMERSKI e PINTO, 2011.

Figura 1. Estrutura quimica da substancia 1 (a-amirenona)
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Figura 2. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) da substancia 1
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Figura 3. Expanséo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de 1 na regido de 0,75 — 1,45 ppm
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Figura 4. Espectro de RMN 3C-APT (100 MHz, CDCls) da substancia 1
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