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RESUMO

Gochnatia polymorpha (Less) Cabr. (Asteraceae), conhecida como cambara, € uma
espécie empregada na medicina popular contra doencas respiratorias. Lactonas
sesquiterpénicas, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, flavonoides, compostos fendlicos e
cumarinas foram previamente isolados desta espécie. O presente trabalho descreve o estudo
fitoquimico biomonitorado, através de ensaios de atividade antimicrobiana, antiinflamatéria e

vasorrelaxante, das cascas do tronco de G. polymorpha ssp. floccosa.

O material botanico foi coletado em Curitiba, PR (margo/2004 e julho/2009). Apos
secagem e moagem, o material de cada coleta foi extraido com hexano e etanol,
sucessivamente. O extrato etandlico foi submetido a particdo com solventes (CH.Cl,, AcOEt,
BuOH) e os constituintes da fragao soluvel em CH.CI, foram isolados e purificados através de
técnicas cromatograficas, usando-se silica gel como fase estacionéria. Os compostos puros
foram identificados através de andlise dos seus espectros de RMN e comparagdo com dados
da literatura. Deste modo foram obtidos os triterpenos acetato de bauerenila (GPC1A) e
bauerenona (GPC1B); os esterdides sitosterol (GPC2A) e estigmasterol (GPC2B); a lactona
sesquiterpénica 11aH,13-diidrozaluzanin C (GPC3); as lactonas diméricas gochnatiolido A
(GPC4), 8-B-hidroxi-10-desoxigochnatiolido A (GPC5), 8-B-hidroxigochnatiolido A (GPC6) e 10-
desoxigochnatiolido A (GPC7) e ferulato de n-alquila (GPC8). Todos os compostos sao
conhecidos e, com excecao do GPC1B, GPC3 e GPC8, ja haviam sido relatados em Gochnatia
polymorpha.

O extrato etandlico, as fracdes deste extirato obtidas por particdo com solventes
(CH.Cl,, AcOEt e BuOH) e as substancias GPC1A e GPC3 foram avaliadas para atividade
antimicrobiana, antiinflamatéria e vasorrelaxante. A atividade antimicrobiana foi avaliada contra
varias bactérias e fungos pelo método de difusdo em agar. A maior atividade foi observada na
fragdo em CH,Cl,, que apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Bacillus subtillis e Escherichia coli. As substancias puras foram inativas. A
atividade antiinflamatéria foi avaliada em modelos de inflamagdo em camundongos. O
tratamento por via oral com o extrato etandlico, as fracbes em CH,Cl,, e BuOH, e GPC3
reduziu de maneira significativa o edema, a migracao leucocitaria e também a inflamagao
pleural causada pela carragenina. A fragdo em AcOEt e GPC1A foram inativas. A atividade
vasorrelaxante foi avaliada em anéis de aorta isolada de ratos. O extrato etandlico e as fracoes
apresentaram atividade, sendo que a fragdo em CH,CI, foi a mais ativa. Os compostos puros

foram inativos.
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ABSTRACT

Gochnatia polymorpha (Less) Cabr. (Asteraceae), known as “cambara”, have been used
to treat respiratory diseases. Sesquiterpene lactones, sesquiterpenes, diterpenes, triterpenes,
flavonoids, phenolic compounds, and coumarins were previously reported in this specie. The
present work describes the phytochemical study, bioassay-guided by antimicrobial, anti-
inflammatory and vasorelaxant activities, of trunk bark of Gochnatia polymorpha ssp. floccosa.

Plant material was collected in Curitiba, Parana State, Brazil (March/2004 and
July/2009). Each collection, dried and powdered, was extracted with hexane and EtOH. The
EtOH extract was partitioned with solvents (CH,Cl,, EtOAc and 1-butanol) and the constituents
from fraction CH,Cl,, were isolated and purified by chromatographic methods, using silica gel as
adsorvent. The pure compounds were identified by analysys of NMR spectra and comparison
with literature data. This procedure yielded the triterpenes bauerenyl acetate (GPC1A) and
bauerenone (GPC1B), the common mixture of sitosterol (GPC2A) and stigmasterol (GPC2B),
the sesquiterpene lactone 11aH,13-dihydrozaluzanin C (GPC3), the dimeric lactones
gochnatiolide A  (GPC4), 8-B-hydroxy-10-desoxygochnatiolide @A  (GPC5), 8-B-
hydroxygochnatiolide A (GPC6) and 10-desoxygochnatiolide A (GPC7) and n-alkyl ferulate
(GPC8). All compounds are known and, with exception of GPC1B, GPC3 and GPC8 had been
previously reported in Gochnatia polymorpha.

The ethanol extract, their fractions obtained by partition with solvents (CH,Cl,, EtOAc
and BuOH), and the compounds GPC1A and GPC3 were assayed for antimicrobial,
antiinflamatory and vasorelaxant activities. The antimicrobial activity was evaluated against
several strains of bacteria and fungi, by the well-diffusion agar method. The highest activity was
observed in CH,CI, fraction, which showed antibacterial activity, mainly against Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Bacillus subtillis e Escherichia coli. The pure compounds were inactive.
The antiinflamatory activity was evaluated in inflammation models in mice. The results
demonstrated that oral treatment with the EtOH extract, CH,Cl, and BuOH fractions, and GPC3
significantly reduced edema, leukocyte migration and also pleural inflammation caused by
carragenine. The fraction in EtOAc and GPC1A did not exhibit activity. The vasorelaxant activity
was evaluated in isolated aorta rings of rats. The ethanol extract and the fractions showed
activity. The highest activity was observed in the fraction in CH.Cl,. The compounds GPC1A
and GPC3 were inactive.
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1. INTRODUGAO

O reino vegetal é uma fonte inesgotavel de substancias potencialmente ativas, os
metabdlitos secundarios, 0s quais possuem em sua maioria, grande valor agregado em virtude
das diversas possibilidades de aplicacao industrial, como alvos terapéuticos (fitoterapicos),
além de cosméticos, perfumes, pigmentos, alimentos, resinas, agroquimicos etc. Entretanto,
esses metabdlitos s&o, quase sempre, produzidos em quantidades insuficientes para qualquer
utilidade econdémica (PINTO et al., 2002).

As plantas tém sido utilizadas pela humanidade como medicamentos desde os
primérdios. E importante ressaltar que, embora vérias plantas sejam utilizadas com fins
terapéuticos, a maioria ndo apresenta informagdes cientificas que comprovem a sua eficacia ou
a sua toxicidade nos seres humanos. Falta ainda, metodologia para o controle da qualidade
dos fitoterapicos (RATES, 2001). Portanto, pesquisas na area de produtos naturais sdo de
extrema importancia para o fornecimento de substancias uteis e para o desenvolvimento de
novos medicamentos eficazes no tratamento de doencas humanas. O valor dos produtos
naturais das plantas medicinais para a sociedade e para a economia de um pais € inestimavel
(GARCIA, 1995).

As florestas tropicais constituem um enorme reservatorio de constituintes quimicos que
podem ser explorados do ponto de vista econémico. Além disso, existe um grande nimero de
substancias orgéanicas naturais, ja isoladas e identificadas a partir de plantas da flora brasileira,
que ainda nao foram estudadas quanto as suas atividades biolégicas.

Assim, o isolamento e a determinagao estrutural de substancias organicas produzidas
pelo metabolismo secundario de plantas desempenham um papel fundamental para o
desenvolvimento cientifico, especialmente da quimica de produtos naturais (FILHO, 2010).

Os constituintes quimicos dos vegetais sado sintetizados e degradados através de uma
série de reagdes quimicas que ocorrem no interior das células e constituem o metabolismo das
plantas. No caso das células vegetais, 0 metabolismo costuma ser dividido em primario e
secundario.

O metabolismo primario possui uma distribuicdo ampla no reino vegetal e origina as
substancias que desempenham uma fungdo essencial para a sobrevivéncia das espécies
vegetais, como os aminoacidos, nucleotideos, lipidios, carboidratos e clorofila. S&o compostos
que estdo envolvidos em processos fundamentais tais como a fotossintese, respiragéo e
transporte de solutos. Em contrapartida, o metabolismo secundario origina compostos que
possuem uma distribuicao restrita, sem uma funcao aparente, pois ndo sao necessarios para
todas as plantas. No entanto, ele desempenha um papel importante na interagdo das plantas
com o meio ambiente, pois atuam em mecanismos de defesa e reproducao do vegetal (FILHO,
2010).



As substancias fornecidas pelo metabolismo secundario de organismos vivos sdo o
objeto de estudo da quimica de produtos naturais. Os principais objetivos desta area séo o
isolamento e a caracterizacdo estrutural, e a investigacdo das rotas biossintéticas das
substancias naturais. Isto envolve a participagcéao efetiva de profissionais de outras areas além
da quimica, dentre as quais a farmacologia e a botanica (FILHO & YUNES, 1998).

A diversidade estrutural de substancias organicas naturais € imensa, o que torna
complexo o estudo fitoquimico. Além disso, deve-se considerar que, geralmente, os compostos
presentes em menor concentracdo nos vegetais sdo os que apresentam melhores resultados
de atividades biologicas. Neste contexto, torna-se indispensavel uma andlise do potencial
farmacoldgico de extratos brutos, fracées e substancias puras (FILHO & YUNES, 1998). Sob
este aspecto, podemos destacar a importancia de estudos fitoquimicos guiados por testes
farmacoldgicos, ou seja, os extratos e as fragdes ativos € que sdo estudados quimicamente.

Outro fator importante é considerar os usos na medicina popular. Diversas plantas sdo
utilizadas diretamente como agentes medicinais e encontram-se documentadas por dados
etnobotéanicos. Estima-se que, aproximadamente, 74 % dos fitoterapicos utilizados atualmente
tiveram origem nas pesquisas realizadas com plantas usadas na cultura popular (FILHO, 2010).



1.1. A familia Asteraceae

A familia Asteraceae (nome antigo: Compositae) é o grupo sistematico mais numeroso
dentro das angiospermas, compreendendo aproximadamente 1100 géneros e cerca de 25.000
espécies, de distribuicdo cosmopolita, mas melhor representada nas regides temperadas ou
subtropicais (CRONQUIST, 1981; VERDI et al., 2005). No Brasil, a familia esta representada
por cerca de 190 géneros e 1900 espécies.

As plantas da familia Asteraceae s&o, em sua maioria, espécies herbaceas,

subarbustivas ou arbustivas e raramente arbdéreas.

Dependendo do sistema de classificacdo dos diferentes autores, o numero de tribos,
bem como o numero de espécies, pode variar. De acordo com BREMER (1994 apud
CANCELLI et al., 2007) a familia Asteraceae esta dividida em 17 tribos: Barnadesieae Bremer
& Jansen, Mutisieae Cass., Cardueae Cass., Lactuceae Cass., Vernonieae Cass., Liabeae
(Cass.) Rybd., Arctoteae Cass., Inuleae Cass., Plucheeae Andreb., Gnaphaliinae Benth.,
Calenduleae Cass., Asteraeae Cass., Anthemideae Cass., Senecioneae Cass., Helenieae
Benth, Heliantheae Cass. e Eupatorieae Cass.

A diversidade e a complexidade dos constituintes quimicos nas plantas pertencentes a
familia Asteraceae sao enormes. Diversas classes de compostos ja foram encontradas como
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, flavondides, cumarinas, alcaldides e compostos
acetilénicos (LIN et al, 2008). Entretanto, a caracteristica mais marcante é a producdo de
lactonas sesquiterpénicas, que sdo encontradas em todas as tribos.

Sao plantas muito estudadas quanto a sua composi¢cdo quimica e atividade bioldgica,
sendo que algumas tém proporcionado o desenvolvimento de novos produtos, principalmente
farmacos (VERDI et al, 2005). InUmeras espécies de Asteraceae tém sido utilizadas na
medicina popular, apresentando uma ampla quantidade de metabdlitos secundarios com
atividades biolégicas comprovadas, tais como Calendula officinalis (caléndula), Mikania
glomerata (guaco), Arnica montana (arnica), Artemisia absinthium (losna), entre outras. Em um
estudo estatistico sobre plantas medicinais, Asteraceae destacou-se como a familia mais
usada na medicina popular, tendo sido catalogadas mais de 800 espécies com algum tipo de
uso medicinal. Esse sucesso foi correlacionado com a sua diversidade quimica, aliada a ampla
distribuicdo geogréfica e a facilidade de cultivo (STEFANELLO, 1993).



1.2. O género Gochnatia

O género Gochnatia (tribo Mutisieae, subtribo Gochnatiinae) possui 70 espécies, sendo
que a maioria é encontrada do México & Argentina e apenas 2 ocorrem na Asia (China, India,
Nepal, Paquistdo e sudeste da Asia) (KATINAS et al., 2008). E um género formado por arvores
ou arbustos, com importantes centros de dispersdo no sudeste do Brasil e nas Antilhas
(CABRERA & KLEIN, 1973).

No Brasil sdo encontradas 22 espécies distribuidas nos estados de Rio Grande do Sul,
Parana, Séo Paulo, Goias, Minas Gerais, Bahia e Ceara (KATINAS et al., 2008).

Na regidao sul (PR e RS), ocorrem 6 espécies: Gochnatia argyrea (Dusén ex Malme)
Cabr.; Gochnatia ramboi Cabr.; Gochnatia orbiculata (Malme) Cabr.; Gochnatia sordida (Less)
Cabr.; Gochnatia polymorpha (Less) Cabr. e Gochnatia velutina (Bong.) Cabr. (KATINAS et al.,
2008).

Embora a quimica do género n&o seja muito conhecida, pois apenas 14 espécies foram
estudadas (Tabela 1), mostra-se coerente com a familia. Foram isoladas 144 substancias de
diversas classes de compostos: 53 lactonas sesquiterpénicas (Figuras 1-4), 10 lactonas
diméricas (Figura 5), 13 sesquiterpenos (Figura 6), 13 diterpenos (Figuras 7-8), 21 triterpenos
(Figuras 9-11), 20 flavondides (Figuras 12-13), 7 cumarinas (Figura 14) e 7 substancias de
outras classes (Figura 15), dentre as quais, 3 compostos fendlicos, 1 composto acetilénico, 1
terpendide, 1 lignana e 1 aminoécido.

E importante ressaltar que diversos trabalhos cientificos realizados com espécies do
género Gochnatia apresentaram o isolamento de uma variedade de metabdlitos secundarios
com destaque para as lactonas sesquiterpénicas, consideradas como importantes marcadores
quimiotaxonémicos do género (CATALAN et al., 1996).



Tabela 1 - Relagdo de espécies de Gochnatia estudadas e metabdlitos secundarios

encontrados.

Espécie Metabolitos secundarios Referéncia
G. argentina _ _ o GARCIA &
FLAVONOIDES: 7-O-metilluteolina (112); hispidulina (113).

(Cabr.) . o GUERREIRO,
CUMARINAS: capensina (131); fraxidina (132);
Cabr. _ 1988
fraxetina (133).
TRITERPENOS: lupeol (99); acetato de lupeila (100);
BOHLMANN
G. acido betulinico (101); dammareno diol (105);
] o o etal., 1981;
blanchetiana 3-B-O-B-D-glicopiranosil sitosterol (108).
. LIMA et al.,
(DC.) Cabr. FLAVONOIDES: 3-B-O-B-D-glicosil-canferol (125); 0003
tilirosideo (126).
AMINOACIDO: 4-hidroxi-N-metilprolina (142).
TRITERPENOQOS: lupeol (99); acetato de lupeila (100);
3B-acetoxi-lup-12-eno (102); 3B-acetoxi-lup-9-eno (104);
acetato de dammadienila (106); acetato de eufoila (109).

G. discoidea LACTONAS: 14-hidroxi-cis, cis-artemisiifolin-6- O-[4- BOHLMANN
(Less) Cabr. hidroxitiglato] (29); artemisiifolina (30); acetato de etal., 1981
artemisiifolina (31); Artemisiifolin-15-O-acetil-sarracinato (32);
Artemisiifolin-15-O-sarracinato (33);
Artemisiifolin-15-O-[4-hidroxitiglato] (34);
Artemisiifolin-15-O-[4-hidroxitiglato] (35).

G. foliolosa .
LACTONA: costunolido (5).
var. , FAINI et al.,
_ ) FLAVONOIDES: 3,7-O-dimetilcanferol (114);
fascicularis _ _ o _ 1983
3’-O-metilquercetina (115); 3,3’-O-dimetilquercetina (116);
(Don) Cabr. o _
3,7-O-dimetilquercetina (117).
] HOENEISEN
G. foliolosa LACTONA:
& BECKER,

var. foliolosa

trans-trans germacra-1(10),4-dien-cis-6,12-olido (7).

1986




DITERPENOS: Ent-8(14),15-pimaradieno-383,19-diol (77);
Ent-8(14),15-pimaradieno-3[3,18-diol (78).
LACTONAS: 8-hidroxi-3,7,11-trimetil-2Z,6 E,10-dodecatrien-
13,1-olide (51); 8-hidroxi-3,7-dimetil-10-isopropil-2Z,6 E,10-

undecatrien-12,1-olide (52); 8-hidroxi-3,7,10,11-tetrametil- | GARCIA et al.,
G. glutinosa 2Z,6 E,11-dodecatrien-13,1-olide (53). 1985;
Don FLAVONOIDES: 3,3-O-dimetilquercetina (116); YBARRA et
3,7-O-dimetilquercetina (117); 3,4’-O-dimetilquercetina (118); al., 1994
genkwanina (119); acacetina (121); sakuranetina (127);
eriodictiol (128); 7-metoxi-5,3’,4’-triidroxiflavanona (129).
CUMARINA: scopoletina (134).
LIGNANA: pinorresinol (144).
G. . N
_ TRITERPENOQOS: &cido oleandlico (91); CATALAN et
haumaniana
acido ursolico (93); a-amirina (94). al., 2003
Cabr.
TRITERPENOS: B-amirina (92); acetato de taraxeila (96);
taraxasterol (97); lupeol (99); acetato de lupeila (100);
sitosterol (107).
LACTONAS: deidrocostuslactona (2); 14-metilcarboxilato-8a-

metacriloxi-germacra-1(10) E,4E,11-trien-6a,12-olide (12);

G. BOHLMANN

14-metacriloxi-6a-hidroxi-483,5a-epoxi-germacra-1(10) E,11-

hypoleuca _ _ o _ _ _ et al., 1986
dien-8a,12-olide (37); 14-tigloiloxi-6a-hidroxi-43,5a-epoxi-
Gray _ _ CATALAN
germacra-1(10)E,11-dien-8a,12-olide (38);
_ o _ _ _ et al., 1996
14-isobutiriloxi-6a-hidroxi-43,5a-epoxi-germacra-1(10) E,11-
dien-8a,12-olide (39);

LACTONAS DIMERICAS: 10B-desoxigochnatiolido A (60);
8’B-hidroxi-10B-desoxigochnatiolido A (61);
8B-hidroxi-10B-desoxigochnatiolido A (62);

8,8'B-diidroxi-10B-desoxigochnatiolido A (63).
G. TRITERPENOS: eritrodiol (90); 4cido oleanélico (91);
hypoleuca B-amirina (92). MALDONADO
ssp. LACTONAS: Gochnatiolido (36). etal., 1988
obtusata FLAVONOIDES: luteolina (111).




LACTONAS: (2R,6R,7R,8S)-8-(2-metilbutanoiloxi)-
1(10),4,11,(13)-germacratrien-2,14,6,12-diolido (17);
(2R,6R,7R,8S)-8-tigliloxi-1(10),4,11,(13)-germacratrien-
2,14,6,12-diolido (18);
(2R,6R,7R,8S)-8-senecioiloxi-1(10),4,11,(13)-germacratrien-
2,14,6,12-diolido (19); (2R,6R,7R,8S)-8-(3-metilbutanoiloxi)-
1(10),4,11,(13)-germacratrien-2,14,6,12-diolido (20);
(2R,6R,7R,8S)-8-(3-metil-2-pentenoiloxi)-1(10),4,11,(13)-

germacratrien-2,14,6,12-diolido (21); GARCIA &
(2R,6R,7R,8S)-8-(3-metilpentanoiloxi)-1(10),4,11,(13)- GUERREIRO,
G. palosanto germacratrien-2,14,6,12-diolido (22); 1988;
(2S,6R,7R,8S)-8-(2-metilbutanoiloxi)-1(10),4,11,(13)- YBARRA et
germacratrien-2,14,6,12-diolido (23); al., 1990
(2S,6R,7R,8S)-8-tigliloxi-1(10),4,11,(13)-germacratrien-
2,14,6,12-diolido (24);
(2R,6R,7R,8S)-8-senecioiloxi-1(10),4,11,(13)-germacratrien-
2,14,6,12-diolido (25);
(2S,6R,7R,8S)-8-(3-metilbutanoiloxi)-1(10),4,11,(13)-
germacratrien-2,14,6,12-diolido (26);
(2S,6R,7R,8S)-8-(3-metil-2-pentenoiloxi)-1(10),4,11,(13)-
germacratrien-2,14,6,12-diolido (27);
(2S,6R,7R,8S)-8-(3-metilpentanoiloxi)-1(10),4,11,(13)-
germacratrien-2,14,6,12-diolido (28).
SESQUITERPENOS: 10,11-epoxi-9a-angeloiloxi-3,7,11-
trimetil-1,4,6-dodecatrien-3-ol (64);
a-curcumen-12,15-dial (72);
12-hidroxi-a-curcumen-15-al (73).
DITERPENOS:
G 6a-hidroxi-17-fenilacetoxi-18-oxo-kolav-3-en-15-ol (79);
paniculata BOHLMANN
6a-hidroxi-17-acetoxi-18-oxo-kolav-3-en-15-ol (80);
(Less.) etal., 1983
Cabr. 6a-18-diidroxi-17-acetoxi-18-oxo-kolav-3-en-15-ol (81);

60-18-diidroxi-17-fenilacetoxi-18-oxo-kolav-3-en-15-ol (82);
6a-18-diidroxi-17-acetoxi-kolavenoato (83);
6a-18-diidroxi-17-fenilacetoxi-kolavenoato (84);
gochnatol-17-O-acetato (85);
gochnat-15-6ico-17-O-fenilacetato (86).




LACTONAS: deidrocostuslactona (2); Costunolido (5);
B-ciclocostunolido (9); gochnatiolido A (56);
gochnatiolido B (58).

FLAVONOIDE:
7[(3-metil-2-buten-1-il)oxi]-3B,4’,5-triidroxi-flavanona (130).

SESQUITERPENOS: nuciferal (65); 15-oxo-nuciferal (66);
13-oxo0-bisabol-1-ona (69); y-curcumen-15-al (70);
y-curcumen-12,15-dial (71).
DITERPENOS:
ent-3a,19-diacetoxi-12a,158-diidroxicaur-16-eno (87);
ent-17,19-diacetoxi-3a,16a-diidroxicaurano (88);
3a,19a-diidroxi-caur-16-eno (89).
TRITERPENOS: Acido oleandlico (91); taraxerol (95);

FARIAS et al.,
acetato de bauerenila (98); cicloart-25-ene-33-22a-diol (110) 1984:
LACTONAS: Deidrocostuslactona (2); costunolido (5); ’
_ BOHLMANN
santamarina (11)
. _ o et al., 1986;
LACTONAS DIMERICAS: 10a-desoxi-gochnatiolido A (54);
G. _ _ . o o SACILOTO et
8[-hidroxi-10a-desoxi-gochnatiolido A (55); gochnatiolido A
polymorpha _ _ o o al., 1997;
(56); 8B-hidroxi-gochnatiolido A (57); gochnatiolido B (58);
. o MOREIRA et
bis-11a,13-diidro-gochnatiolido A (59).
_ _ . al., 2000;
FLAVONOIDES: genkwanina (119); 3-O-metilquercetina
_ CATALAN et
(120); rutina (122); hiperosideo (123);
_ o al., 2003.
desmetoxicentaureidina (124).
CUMARINAS: purpurasolol (136); purpurasol (137);
6,7-dimetoxi-8-(2,3-diidroxi-3-metilbutanoxi)-cumarina (135).
SUBSTANCIAS DE OUTRAS CLASSES:
4-hidroxi-N-metil-prolina (142);
acido cafeico (138); acido clorogénico (140); loliolido (141).
TRITERPENOQOS: 3B-hidroxi-lup-12-eno (103).
LACTONAS: zaluzanin C (1).
G. rusbyana . BOHLMANN &
SUBSTANCIAS DE OUTRAS CLASSES:
Cabr. _ ZDERO, 1979
cafeato de metila (139);
Tridec-1-eno0-3,5,7,9,11-pentaino (143);
o ORTEGA &
G. smithii LACTONAS: 8a-acetoxi-deidrocostuslactona (3);
e MALDONADO,
Robins & 8a-tigloiloxi-deidrocostuslactona (4) 1984

Greemm




G. velutina
(Bong.)
Cabr.

LACTONAS: a-ciclocostunolido (8);
diidro-B-ciclocostunolido (10).

TOMASSINI &
GILBERT,
1972

G.
vernonioides
H.B. K

SESQUITERPENOS:
7,10-epoxi-11-hidroxi-bisabol-2-en-15-al (74);
7,10-diidroxi-bisabol-2,11-dien-15-al (75);
7,11-diidroxi-bisabol-2,9 E-dien-15-al (76)
LACTONAS:
zaluzanin C (1); deidrocostuslactona (2); acido 8a-
angeloiloxitaraxico (13); acido 8a-isovaleriloiloxitaraxico (14);
8a-angeloiloxi-14-al-germacra-1(10) E,4 E,11-trien-8a,12-olido
(15); 8-desacil-desoxielephantopina angelato (16);
desacetillaurenobiolido angelato (40); 6a-angeloiloxi-4a,53-
epoxigermacra-1(10) E,11-dien-8a,12-olide (41); 6a-
angeloiloxi-43,5a-epoxigermacra-1(10) E,11-dien-8a,12-olide
(42); 6a-fenilacetoxi-43,5a-epoxigermacra-1(10) E,11-dien-
8a,12-olide (43); 6a-angeloiloxi-1a-hidroxi-germacra-
4E,97,11-trien-8a,12-olide (44); 6a-angeloiloxi-4a,5B3-epoxi-
1a-hidroxi-germacra-92Z,11-dien-8a,12-olide (45);
6a-angeloiloxi-1a-hidroxi-germacra-4E£,10(14),
11-trien-8a,12-olide (46);
6a-angeloiloxi-4a,5B-epoxi-1a-hidroxi-germacra-10(14),11-
dien-8a,12-olide (47); 6a-angeloiloxi-4a,5B-epoxi-13-hidroxi-
germacra-10(14),11-dien-8a,12-olide (48);
6a-angeloiloxi-13,10a,40,5B-diepoxi-germacra-11-en-8a,
12-olide (49); desaciltanapsin-6-O-tiglato (50).

BOHLMANN
et al., 1984




11 12 13 R=Ang
14 R=iVal

Figura 1 - Lactonas sesquiterpénicas (1-14) isoladas do género Gochnatia.
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Figura 2 - Lactonas sesquiterpénicas (15-29) isoladas do género Gochnatia.
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30 R=H;R =H

31 R=Ac;R’=H

32 R=/§[CO_;R’=H
CoO—
33 R-= /\[ ‘R =H

OH

OAc

CH.

37 R = Meacr
38 R =Tigl
39 R=iBu

(E)Ang

40 R =Ang
41 4a, 5B - epoxido; R = Ang 44
42 4B, 5a - epoxido; R = Ang 45 4a,5B-epoxido

43 4, 5a - epoxido; R = Fenac

Figura 3 - Lactonas sesquiterpénicas (30-45) isoladas do género Gochnatia.
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46 1a OH
47 1a OH; 4a,5B-epoxido
48 1 OH; 4a,5B-epoxido
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0
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0
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16 OH
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Figura 4 - Lactonas sesquiterpénicas (46-53) isoladas do género Gochnatia.
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56
57
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59
60
61
62

63

R=aH; Ry=H; R2=H

R=aH; Ry= OH; R.=H

R=aOH; Ry=H; R.=H

R= aOH; Ry=OH; R=H

R= aH; Ry = H; Ro= H; 2 aOH; 1,10 deidro
R=aH; Ri=H; R=H; 11,13H; 11°,13'H
R=BH; Ri=H; R.=H

R=BH; R; = H; R,= OH

R=BH; Ry=0OH; R=H

R=BH ; Ry= OH; R.= OH

Figura 5 - Lactonas diméricas isoladas do género Gochnatia.
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65 R=Me 67 R=Me 69
66 R=CHO 68 R=CHO

72 R=CHO
73 R =CH,OH
14 OH OH
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OH OH
15 11(1) OH OH
OH 12 13 OH
74 75 76

Figura 6 - Sesquiterpenos isolados do género Gochnatia.
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79 R=CHO; R’ = CH,OH; R” = COCH,Ph
80 R=CHO;R =CHOH;R” = Ac

81 R=CH,OH; R’ =CH,OH; R” = Ac

82 R =CH,OH; R’ = CH,OH; R” = COCH,Ph

83 R=H;R =Ac;R’=H 85 R=CH,OH;R’= Ac

84 R=H;R = COCH,Ph; R” =H 86 R =CO:H; R'= COCH.Ph

Figura 7 - Diterpenos (77-86) isolados do género Gochnatia.
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Figura 8 - Diterpenos (87-89) isolados do género Gochnatia.
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90
91
92
93
94

R;= CH.OH; R, = H; R; = CH;
R; = COOH; R, =H; R; = CH;

R;=CHs; R, =H; R; = CH;

R, = COOH; R, =CH3; R3 = H
R; =CHj;; R, =CHj3;R; = H

95 R=0OH
96 R=AcO

Figura 9 - Triterpenos (90-98) isolados do género Gochnatia.
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99 R=O0OH 101
100 R=AcO

AcO

102 R=Ac 104
103 R=H

Figura 10 - Triterpenos (99-104) isolados do género Gochnatia.
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RO

106

AcO

108 R =Gl

Figura 11 - Triterpenos tetraciclicos e esteroides isolados do género Gochnatia.
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111

112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122

123

Ri=R,=H; R3=R;=Rs=OH
R;=Ry,=H; R3= OCHj;; Ry= R;= OH
Ri=Rs=H; R2= OCHj;; R;= R;= OH
Ri=R3= OCHjs; R,= R4=H; Rs= OH
Ri=R3;=Rs= OH; R.=H; Ry= OCHj
Ri=Rs= OCHjs; R2=H; R;= R;= OH
Ri=R3= OCHjs; R2=H; Ry= R;= OH
Ri=Rs= OCHjs; R,=H; R;= R,= OH
R:=R2=R;=H; R;= OCHj3; R;= OH
Ri= OCHjs; R2= H; R3= R4= R;= OH
Ri=R2=R;=H; R;= OH; Rs;= OCHj,
R; = O-rutinose; R,= H; R;= R;= Rs;= OH

R, = O-galactose; R, = H; R3= R;= Rs;= OH

Figura 12 - Flavonoides (111-123) isolados do género Gochnatia.
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127 130 =R;=H;R3=0CH;3;Rs=OH
128 R1=R2= H, R3= R4= R5=OH
129 R1=R2= H, R3=OCH3; R4= R5=OH

Figura 13 - Flavonoides (124-130) isolados do género Gochnatia.
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131 R;=OH; Ry= OCH,CH=C(CHj3),; R3= OCH3; Rs=H
132 R;=O0OH; R:=R3=0CHj3;; Rs=H
133 R;=R>=0H; R3= OCHj; Ry=H
134 R;=R4;=H; R;=0H; R;= OCH;

R
5
MeO. AN MeO. AN
3 3
Me O O
Fge { .0
. 2
OH ' '
g * OH®
OH
135 136 R =OMe
137 R=H

Figura 14 - Cumarinas isoladas do género Gochnatia.
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Me[C=C]sCH=CH
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139

HO,,

141

144

Figura 15 - Substancias de outras classes isoladas do género Gochnatia.
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1.3. Gochnatia polymorpha

G. polymorpha (Less) Cabrera (nome antigo: Moquinea polymorpha (Less) DC, é uma
arvore de médio porte, conhecida no Brasil como cambara, cambara-da-folha-grande ou
cambara-do-mato. Floresce durante os meses de dezembro, janeiro e fevereiro, frutificando em
seguida. Desenvolve-se bem em condi¢cbes ruins, como terrenos arenosos e pouco férteis.
Atua como espécie secundaria inicial, colonizando areas abertas; tolera geadas fracas,
podendo ser encontrada as margens de rios (DURIGAN et al., 2002). Por isso, € uma espécie
muito recomendada para reconstrugdo de ecossistemas degradados.

Apresenta caracteristicas ornamentais, sendo bastante empregada no paisagismo em
geral (LORENZI, 2002). A sua madeira é muito aproveitada por ter um cerne compacto, pesado
e de admiravel resisténcia ao apodrecimento. Por isso 0 seu maior emprego na regido sul € em
moirbes de cerca, que resistem dezenas de anos (CABRERA & KLEIN, 1973). A madeira do
cambara € bastante duravel ao ar livre e condi¢cdes adversas, sendo considerada propria para
obras imersas, pontes, esquadrias e curvas para a construgdo naval (LORENZI, 2002).

As suas folhas, flores e cascas do tronco s&o usadas na medicina popular no preparo
de chas ou xaropes contra resfriados, tosses e outras doencas respiratérias (MORS et al.,
2000; GARLET & IRGANG, 2001; BUENO et al., 2005; ARAMBARRI et al., 2008).

Sao reconhecidas trés subespécies dessa planta: polymorpha, floccosa e ceanothifolia,
com diferentes areas de distribuicao (CABRERA & KLEIN, 1973; CATALAN et al., 2003). A
subespécie polymorpha é encontrada no sudeste do Brasil e no Paraguai. A subespécie
ceanothifolia ocorre nos estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e também no Uruguai,
Paraguai e nordeste da Argentina. A subespécie floccosa € exclusiva do Brasil, sendo
encontrada nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul.
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Figura 16 - Fotos de G. polymorpha (A — arvore; B — tronco da arvore (madeira bruta); C —
madeira trabalhada; D — flores e folhas; E — capitulo floral; F — sementes). Fonte: LORENZI,
2002.

Uma revisdo na literatura mostrou a existéncia de cinco trabalhos fitoquimicos
envolvendo a espécie G. polymorpha, sendo trés de exemplares brasileiros e dois de
exemplares paraguaios. Esses trabalhos mostram que a espécie produz lactonas
sesquiterpénicas, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, flavonoides, cumarinas e compostos
fendlicos (Tabela 1).

No primeiro trabalho publicado, ainda com o nome antigo de Moquinea polymorpha,
Farias et al. (1984) relataram o isolamento da lactona sesquiterpénica deidrocostuslactona (2)
e do triterpeno pentaciclico acetato de bauerenila (95), a partir do extrato hexanico do caule e
cascas do caule de um exemplar de G. polymorpha, subespécie nao identificada, coletado em
Campinas, SP.

Dois anos mais tarde, Bohlmann et al. (1986) publicaram um artigo mostrando o
isolamento, a partir das partes aéreas e raizes de um exemplar de G. polymorpha, subespécie
ndo identificada, coletado no Paraguai, de duas lactonas sesquiterpénicas simples,
deidrocostuslactona (2) e costunolido (5), além de lactonas diméricas (54-59), e de uma série
de sesquiterpenos com esqueletos bisabolanos (65, 66, 69, 70 e 71).

Um terceiro trabalho, realizado também com as partes aéreas e as raizes, porem de um
exemplar paulista da subespécie polymorpha, mostrou o isolamento de substancias
completamente diferentes do trabalho anterior. Desta vez, os autores identificaram, na fracao
em CH.Cl,, uma lactona sesquiterpénica, do tipo eudesmanolideo, a santamarina (11); dois
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diterpenos (87 e 88); dois triterpenos, sendo um deles o taraxerol (95) e o outro um derivado do
cicloartenol (110); além dos flavondides genkwanina (119) e desmetoxicentaureidina (124)
(SACILOTTO et al., 1997).

Pela primeira vez, um estudo quimico guiado por testes farmacolégicos, com outro
exemplar brasileiro de G. polymorpha, subespécie nao identificada, desta vez coletado no Rio
Grande do Sul, foi possivel verificar que a atividade antiinflamatéria, no modelo de edema de
pata, estava concentrada na fragdo em AcOEt das folhas de G. polymorpha. Com base nestes
resultados, os autores realizaram um estudo fitoquimico com esta fragdo mais polar, a qual
forneceu os flavondides 3-O-metilquercetina (120), rutina (122) e hiperosideo (123), os acidos
caféico (138) e clorogénico (140) e o aminoacido 4-hidroxi-N-metil-prolina (142) (MOREIRA et
al., 2000).

Finalmente, o ultimo trabalho fitoquimico com a subespécie polymorpha, resultou no
isolamento, a partir da fragdo em CHCI; das partes aéreas (folhas), de outro exemplar
paraguaio, de um diterpeno (89), um triterpeno, o acido oleandlico (91), de trés cumarinas (135-
137), e de um monoterpeno, loliolido (141) (CATALAN et al., 2003).

Além destes, também foi encontrado um estudo envolvendo o teor de fendis e a
composicao do 6leo essencial da madeira de G. polymorpha, subespécie nao identificada
(LIMA et al., 2007).

E interessante notar que em cada trabalho foram isoladas substancias diferentes, o que
mostra a grande diversidade quimica da espécie. Essa variabilidade quimica pode ser atribuida
a diversos fatores como, diferentes locais de coleta, variacées sazonais ou mesmo a existéncia
de quimiotipos nesta subespécie. Nao foram encontrados estudos fitoquimicos envolvendo as
subespécies ceanothifolia e floccosa.

Sobre a subespécie floccosa, ha um artigo relatando a composicao do 6leo essencial
das flores e raizes, em que foram identificados fenilpropandides, monoterpenos e
sesquiterpenos (STEFANELLO et al, 2006%). E outro sobre a atividade antimicrobiana e
citotoxica de extratos e fragbes de varias partes de G. polymorpha ssp. floccosa, que revelou
que o extrato das cascas era o mais ativo, inibindo o crescimento de 14 bactérias e dois
fungos, com halos de inibicao de 6-17 mm. Além disso, os extratos demonstraram auséncia de
citotoxicidade no teste de letalidade contra Artemia salina, sugerindo que a planta pode ser
bem tolerada frente ao sistema biolégico (STEFANELLO et al., 2006°).

Considerando que Gochnatia polymorpha € uma das plantas mais usadas na medicina
popular contra doencgas respiratorias, torna-se importante documentar a sua composicao
quimica bem como as suas propriedades farmacoldgicas, de modo a contribuir para o

desenvolvimento de um fitoterapico eficaz e seguro.
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1.4. Lactonas sesquiterpénicas

As lactonas sesquiterpénicas constituem um grande e diversificado grupo de compostos
de grande ocorréncia na natureza e representam a mais importante classe de metabdlitos
secundarios da familia Asteraceae, mas também ocorrem esporadicamente em outras familias
de angiospermas (NEERMAN et al., 2003). Apresentam um potencial para utilizacdo em varias
areas, principalmente na produgdo de farmacos, em virtude do seu amplo espectro de
atividades bioldgicas, com destaque as atividades citotoxica, antitumoral, antibacteriana,
antiinflamatoria, esquistossomicida, antimalarica, antifingica, antimicrobiana, analgésica
(RODRIGUEZ et al., 1976; KEELER & TU, 1983; LYB et al., 1998; NEERMAN et al., 2003;
JULIANA et al., 2010).

Diversos estudos realizados para avaliar a relagédo de estrutura-atividade demonstraram
que a presenca de uma ligagdo dupla exociclica C4;-C43 conjugada ao anel da y-lactona é
essencial para que o composto apresente citotoxidade. Neste contexto, o principal grupo
funcional que determina a atividade biolégica nesses compostos é o anel a-metileno-y-lactona
(Figura 17). E importante ressaltar a ocorréncia de modificacdes estruturais no esqueleto
basico, que envolvem a incorporacao de outras funcionalidades como ésteres, anéis epoxidos,
grupos hidroxilas (geralmente esterificados). Algumas lactonas sesquiterpénicas tambéem
contém haletos, glicosideos e grupos acidos como tiglico e angelico (RODRIGUEZ et al., 1976;
NEERMAN et al., 2003).

Figura 17 - Anel a-metileno-y-lactona (RODRIGUEZ et al., 1976; NEERMAN, 2003).

As lactonas sesquiterpénicas sdo em geral substancias incolores, amargas,
relativamente estaveis e lipofilicas. Com base nas diferencas do seu esqueleto carbociclico, as
lactonas sesquiterpénicas podem ser classificadas em quatro grupos: germacranolidos,
guaianolidos, pseudoguaianolidos e eudesmanolidos (YOSHIOKA et al., 1973; NEERMAN et
al., 2003) (Figura 18). O sufixo “olido” refere-se ao grupo lactona.

As lactonas sesquiterpénicas sao biogeneticamente derivadas do trans,trans-farnesil-
pirofosfato, seguido de uma ciclizagéo inicial e subsequentes modificagées oxidativas (Figura
19) (RODRIGUEZ et al., 1976).
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Estudos detalhados sobre as atividades biol6gicas de lactonas sesquiterpénicas, com
diferentes tipos de esqueletos, bem como o entendimento do mecanismo de acdo das mesmas
ainda sao escassos. Torna-se necessario a busca de informacdes Uteis para a compreensao
do papel adaptativo desses compostos em plantas a fim de contribuir para uma compreensao

maior de suas atividades em areas relacionadas da medicina, farmacologia e botanica.

Germacranolidos

T A AL

Pseudoguaianolidos Guaianolidos

Eudesmanolidos

Figura 18 - Esqueletos basicos das lactonas sesquiterpénicas (NEERMAN, 2003).
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Figura 19 - Rota biossintética dos principais grupos de lactonas sesquiterpénicas.
(Adaptado de DEWICK, 2002; YOSHIOKA et al., 1973).
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais: Determinar a composigao quimica e avaliar as propriedades farmacolégicas
de Gochnatia polymorpha ssp. floccosa.

Objetivos especificos: isolar e identificar os metabdlitos secundarios dos extratos das cascas
do tronco que foram ativos em ensaios farmacoldgicos (extratos em diclorometano). Realizar
testes de atividade antimicrobiana, vasorrelaxante e antiinflamatéria com os extratos, fracoes e

substéncias puras isoladas, de modo a identificar o(s) principio(s) ativo(s) da planta.

3. ESTUDO FITOQUIMICO
3.1 - Materiais e métodos
3.1.1 - Procedimentos gerais

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados solventes procedentes da marca
Synth, com grau de pureza pré-analise (PA).

Nas separagdes cromatograficas em coluna (CC), foi utilizado Silica-gel 7734 da Merck
ou similar. A proporcao de silica utilizada para empacotar a coluna foi de aproximadamente 20
vezes a massa da amostra a ser purificada.

Para as cromatografias analiticas em camada delgada (CCD), placas cromatograficas
foram preparadas espalhando-se uma suspensao de silica-gel em agua destilada sobre placas
de vidro, usando-se um espalhador do tipo Quickft. Nas placas de cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) e preparativa (CCDP), foi utilizada Silica-gel 7747 (60PF 254) da
Merck, com espessura de 0,25 mm e 1,00 mm, respectivamente. As andlises por CCD foram
realizadas em cuba saturada, com migracao ascendente.

A deteccdo das substancias sobre as placas cromatograficas (CCD) se deu pela
visualizagao sob luz ultravioleta (UV), nos comprimentos de onda 254 e 366 nm, e asperséo da
placa com solugédo etandlica de acido sulfarico (5% v/v) (revelador universal), seguida de
aquecimento (HARBONE, 1998).

As fracGes obtidas de colunas foram agrupadas por semelhanga apés analise por
CCDC. O critério de pureza adotado foi o aparecimento de uma Unica mancha quando a
substancia era analisada em, pelo menos, trés diferentes sistemas de solventes.

As substancias isoladas foram identificadas através de técnicas espectrométricas (RMN
'H e *C, HSQC e HMBC) bem como comparagéo com dados da literatura.
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Os espectros de RMN 'H e '*C obtidos foram registrados em um espectrémetro Brucker,
operando a 200 MHz e a 400 MHz para hidrogénio e a 100 MHz e a 50 MHz para carbono. Os
espectros HSQC e HMBC foram registrados no aparelho operando a 400 MHz. Os
experimentos foram conduzidos em aproximadamente 0,5 mL de cloroférmio deuterado como
solvente, usando-se tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna e ajuste da homogeneidade
do campo magnético. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (&) em relacéo ao
TMS (8 = 0 ppm). As constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz).

As medidas de rotacao especifica foram realizadas em polarimetro Rudolph Research,
modelo Autopol Il com lampada de sédio (589 nm) e cloroférmio como solvente, a temperatura
de 20°C. Os valores de rotagao especifica foram calculados utilizando-se a seguinte férmula:

[0]p®° = rotacéo observada em graus x 100

[comprimento da cubeta (dm) x concentragdo g/100 mL]

3.1.2 - Coleta e identificacao do material botanico

Foram realizadas duas coletas das cascas do tronco de exemplares de Gochnatia
polymorpha ssp. floccosa de ocorréncia em Curitiba, PR. A primeira em margo/2004 (primeiro
material), e a segunda em julho/2009 (segundo material). A planta foi identificada pelo Prof. Dr.
Armando Carlos Cervi, do Departamento de Botanica da UFPR. Uma exsicata foi depositada
no herbéario da mesma instituicao (UPCB) sob o nimero 30100.

3.1.3 - Preparacao dos extratos e fracoes do primeiro material

O primeiro material botanico (cascas do tronco — 946,0 g), seco, moido e pesado, foi
submetido a extragdo em temperatura ambiente (maceracdo) com solventes em ordem
crescente de polaridade (hexano e etanol), com renovacgao de solvente em intervalo de 24 h. O
volume de solvente utilizado foi de 500 mL para cada 100 g de material. As solugdes obtidas
foram concentradas em evaporador rotativo a pressdo reduzida, rendendo os extratos em
hexano (1,80 g) e EtOH (38,2 g). Os residuos vegetais foram descartados. O extrato em EtOH
foi dissolvido em EtOH-H,O (1:1) e submetido a particao sequencial com CH,Cl,, AcOEt e 1-
butanol, rendendo as respectivas fracdes. A fragdo CH.Cl, (11,8 g) foi submetida ao
fracionamento em coluna rpida rendendo as fragdes em EP (I — 0,45 g), CH,Cl, (Il — 2,16 @),
AcOEt (Il — 2,72 g) e MeOH (IV - 3,67 g). (Esquema 1, p. 33)
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3.1.4 - Preparacao dos extratos e fracées do segundo material

O segundo material botanico (cascas do tronco — 743,7 g), seco, moido e pesado, foi
submetido a extracdo em Soxhlet utilizando os solventes em ordem crescente de polaridade
(hexano, CH,Cl, e EtOH). Os solventes foram removidos em evaporador rotativo, rendendo os
extratos em hexano (2,62 g), CH,Cl, (6,67 g) e EtOH (54,2 g). O extrato em CH.Cl, foi
submetido a um fracionamento em coluna rapida rendendo as fragées EP (I’ — 0,02 g), CH.Cl,
(Ir-1,88 g), AcOEt (lII' — 3,26 g) e MeOH (IV’' — 0,92 g). (Esquema 2, p. 34)

Cascas do tronco (946,0 g — secas e moidas)
(Gochnatia polymorpha ssp. floccosa)

Extragéo a frio

(hexano)
5 dias
Ext. hexanico Residuo
(1,88 9) Extracéo a frio (EtOH)
5 dias
Ext. etandlico (EtOH) Residuo
(38,2 9)

EtOH-H,0O (1:1)

Particdo com solventes

CH.CI, (11,8 g) AcOEt (2,50 g) BuOH (9,50 g)

Coluna rapida

(1 EP (I1) CH.CI, (1) AcOEt (IV) MeOH
(0,45 g) (2,16 9) (2,72 g) (3,67 9g)

Esquema 1 — Extragao, particdo e fracionamento das cascas do tronco do primeiro material
(margo/2004) de Gochnatia polymorpha ssp. floccosa.



Cascas do tronco (743,7 g — secas e moidas)
(Gochnatia polymorpha ssp. floccosa)

Extracdo em Soxhlet
(EP, CH.CI, e EtOH)

EP (2,62 g) CH.CI, (6,67 g) EtOH (54,2 g)
Coluna rapida
(r) EP (Ir) CH.CI, () AcOEt (IV’) MeOH
(0,02 g) (1,88 ) (3,26 9) (0,92 g)
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Esquema 2 — Extragéo e fracionamento das cascas do tronco do segundo material (julho/2009)

de Gochnatia polymorpha ssp. floccosa.

3.1.5 - Isolamento dos metabdlitos secundarios

3.1.5.1 - Fracionamento da fracao | (EP) do primeiro material

A fracao | (452 mg) foi submetida a CC eluida com gradiente de CH.Cl, em hexano.

Foram recolhidas 40 fragdes de aproximadamente 5 mL as quais foram agrupadas, apo6s

comparagao por CCDC, em 8 fragbes (1-13; 14; 15-17; 18; 19-26; 27-32; 33; 34-40).

A fracdo 14 (18,4 mg) continha GPC1A quase puro. A fragdo 15-17 (59,1 mg) foi
submetida a CCDP eluida, trés vezes, com hexano-CHCI; 8:2, sendo obtidas 2 subfragdes. A
subfracdo GPCEP15B (36,4 mg) foi recristalizada em hexano e CH.Cl,, rendendo GPC1A

(17,3 mg).

A fragdo 18 (20 mg) continha uma mistura de GPC1A + GPC1B. A fracao 19-26 (41,6
mg) foi submetida a CCDP eluida, trés vezes, com hexano-éter etilico 9:1, rendendo GPC1A
(3,8 mg) e uma mistura de GPC1A + GPC1B (5,8 mg).

As outras fragées ndo permitiram o isolamento de nenhuma substéancia pura (Esquema

3, p. 37).
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3.1.5.2 - Fracionamento da fracao Il (CH,Cl,) do primeiro material

A fragao Il (2,10 g) foi submetida a CC eluida inicialmente com gradiente de ACOEt em
CH.Cl,, e posteriormente um gradiente de MeOH em AcOEt. Foram recolhidas 80 fragcdes de
aproximadamente 5 mL as quais foram agrupadas em doze (1-2; 3-5; 6; 7-16; 17-20; 21; 22-37,;
38-40; 41-49; 50-66; 67-74; 75-80).

A fracdo 3-5 (85,2 mg) foi submetida a CCDP eluida, trés vezes, com hexano-CH.Cl,
1:1, rendendo GPC1A (2,7 mg).

A fracdo 7-16 (337,7 mg) foi submetida a outra CC eluida com hexano puro, hexano-
CH.Cl, 1:1; CH,CI, puro, CH,Cl,-AcOEt 1:1; e finalmente MeOH puro. Foram recolhidas 36
fracbes de aproximadamente 5 mL, agrupadas em nove (1-7; 8-10; 11-12; 13; 14-17; 18-19; 20-
27; 28-29; 30-36). Deste novo grupo, a fragdo 11-12 (17,6 mg) foi submetida a CCDP eluida,
duas vezes, com CH,Cl, puro, rendendo uma mistura de GPC2A+2B (2,9 mq). A fracao 14-17
(72,8 mg) foi submetida a duas CCDP sucessivas, eluidas primeiramente com CHCls;-acetona
1% (3 vezes), e depois com hexano-CH,Cl, 1:2 (4 vezes) rendendo duas fragdes com a mesma
mistura de GPC2A+2B (2,1 mg) e (3,0 mg). A subfracdo 18-19 (24,9 mg) foi submetida a
CCDP eluida com CHCls-acetona 1 %; rendendo novamente a mistura GPC2A+2B (1,0 mg).

A fracao 17-20 (53,4 mg) foi submetida a CC eluida com CH,ClI, puro. Foram recolhidas
20 fragbes de aproximadamente 5 mL as quais foram agrupadas em seis (1-5; 6; 7-9; 10-12;
13-15; 16-20). A fracdo 7-9 (12,6 mg), foi submetida a CCDP eluida, duas vezes, com hexano-
CH.CI,-AcOEt 2:1:0,5, rendendo a mistura GPC2A+2B (3,0 mg).

A fragdo 22-37 (1,10 g) foi submetida a CC eluida com hexano-acetona nas propor¢des
8:2; 7:3; 1:1 e 3:7. Foram recolhidas 58 fragcdes de aproximadamente 5 mL as quais foram
agrupadas em dez (1-3; 4-6; 7-15; 16-26; 27-34; 35-37; 38; 39-44; 45-50; 51-58). A fragédo 16-
26 (350,0 mg) continha uma substéncia quase pura. Parte dessa fracdo (24,7 mg) foi
recristalizada em hexano e CH,Cl,, rendendo GPC3 (9,6 mg). As fracoes 35-37 (45,8 mg) e 38
(50,2 mg) foram submetidas & CCDP, eluidas (3 vezes), em CH.Cl,-MeOH 98:2, sendo obtida
GPC4 (35,1 mg). Ainda nesse grupo, a fracao 39-44 (251,3 mg) foi submetida a CC eluida com
CH.Cl, puro e CH,Cl,-MeOH nas proporgdes 98:2 e 1:1. Foram recolhidas 58 fragdes de
aproximadamente 5 mL as quais foram agrupadas em onze (1-17; 18-26; 27-30; 31; 32-37; 38-
39; 40-54; 55; 56; 57; 58). Deste novo grupo, a fracao 32-37 (60,2 mg) foi submetida a CCDP
eluida, duas vezes, em CH,Cl,-MeOH 95: 5, obtendo-se GPC5 (8,8 mg) e GPC6 (9,7 mg).

As outras fragées nao permitiram o isolamento de nenhuma substéancia pura (Esquema
4, p. 38).
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3.1.5.3 - Fracionamento da fracao II’ (CH.Cl,) do segundo material

A fracédo II’ (1,88 g) foi submetida a CC eluida com varios solventes em ordem
crescente de polaridade, comegando com um gradiente de CH,Cl, em hexano, depois um
gradiente de AcOEt em CH.Cl, , e finalmente um gradiente de MeOH em AcOEt. Foram
recolhidas 39 fracbes de aproximadamente 5 mL as quais foram agrupadas em onze (1-8; 9-
10; 11; 12-13; 14; 15-16; 17-22; 23-26; 27-37; 38; 39).

A fragéo 14 (27,0 mg) foi submetida @ CCDP eluida, duas vezes, com hexano-acetona
1:1, rendendo GPC1B (4,1 mg).

A fragcdo 17-22 (131,4 mq) foi submetida a CC eluida com um gradiente de hexano em
acetona. Foram recolhidas 24 fragbes de aproximadamente 5 mL as quais foram agrupadas em
sete (1-4; 5-7; 8-11; 12-15; 16-19; 20-22; 23-24). As fragoes 8-11 (71,1 mg) e 12-15 (23,0 mg),
foram submetidas a CCDP eluida, duas vezes, com hexano-acetona 9:1, rendendo GPC8 (13,3
mg). A fragao 23-26 (562,6 mg) foi submetida a CC eluida com hexano-acetona 8:2; 7:3 e 1:1;
seguida de AcOEt puro, e finalmente, acetona pura. Foram recolhidas 33 fragbes de
aproximadamente 5 mL as quais foram agrupadas em nove (1-11; 12-17; 18-23; 24; 25; 26-30;
31; 32; 33). As fragbes de 26 a 33 continham a mesma substancia principal. Escolheu-se a
fracdo 32 (71,0 mg), que foi purificada por recristalizagdo CH,Cl, e hexano, e identificada como
GPC7 (50,0 mg).

A fracao 27-37 (518,5 mg), foi submetida a CC eluida com gradiente de CH,Cl, em
MeOH. Foram recolhidas 47 fragdes de aproximadamente 5 mL as quais foram agrupadas em
nove (1-4; 5-15; 16-17; 18-21; 22-24; 25-27; 28-30; 31-32; 33-47). A fracao 18-21 (50,1 mg), foi
submetida a CCDP eluida, repetidamente, com hexano-CH,Cl,-acetona  1:1:1, rendendo
GPC3 (9,3 mg). Parte da fragao 22-24 (141,1 mg), aproximadamente 79,0 mg, foi submetida a
duas CCDP eluidas primeiramente com hexano-CH,Cl,-MeOH 1:1:0,2 (2 vezes) e depois com
hexano-CHCI;-Et,O 1:1:1 (3 vezes), rendendo GPC7 (4,8 mg). A fragdo 28-30 (45,0 mg) foi
submetida a CCDP eluida em hexano-CH,Cl,-MeOH 1: 1:0,3; rendendo GPC5 (10,9 mg) e
uma outra subfragéo (21,5 mg) que foi submetida a nova CCDP, eluida em hexano-CHCIs-Et,O
1:2:2, rendendo GPC6 (10,0 mg) e GPC4 (8,6 mg).

As outras fragées ndo permitiram o isolamento de nenhuma substéancia pura (Esquema
5, p. 39).
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0,459
+«— CC
Hexano-CH,Cl»
8 grupos
CCDC
—
14 15-17 18 19-26
18,5 mg 59,1 mg 20,0 mg 41,6 mg
ccbC +— CCDP CCDC <+— CCDP
—> Hexano-CHCI; B E— Hex.-Et,O (9:1)
GPC1A (8:2) GPC1A+1B
GPCEP15B
36,4 mg

Recristalizagdo em
hexano e CH,Cl,

GPC1A
17,3 mg

GPCEP19D GPCEP19E
3,8 mg 5,8 mg

GPC1A GPC1A+1B

Esquema 3 — Fracionamento da fracdo | (EP) das cascas do tronco do primeiro material de G.

polymorpha ssp. floccosa.
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2,10¢
-— CC
CHQCIQ'ACOEt
12 grupos
CCDC
4—
| | | |
3-5 7-16 17-20 22-37
85,2 mg 337,7 mg 53,4 mg 1,10 ¢
<+— CCDP <«—CC «— CC <«—— CC
Hex.- CH.Cl, Hex.-CH:Cl,-AcOEt CH.Cl, Hex.-Acetona
1:1
GPCDSE 9 grupos 6 grupos 10 grUpOS
2,7 mg
CCDC/CCDhP
—_—
GPC1A
CCDC/CCDhP
EEE— CCDC
4—
GPCD11A GPCD14Aa GPCD14Ab GPCD18Bb GPCD7B
2,9 mg 2,1 mg 3,0 mg 1,0 mg 3,0 mg
| | | |
GPC2A+2B
| | | |
16-26 35-37 38 39-44
350,0 mg 45,8 mg 50,2 mg 251,3 mg
Purificagdo por CCDP ccC—>
recristalizagéo <— CH,Cl,-MeOH —> CHCl>-MeOH
98: 2 11 grupos
GPC3 GPCD35D GPCD38B e
12,5 mg 22,6 mg CCDC/CCDP
| | |
GPCD32B || GPCD32C GPCD32Da
5,3 mg 9,7 mg 3,5mg
GPC4 | | |
GPC5 GPC6 GPC5

Esquema 4 - Fracionamento da fragao Il (CH.Cl,) das cascas do tronco do primeiro material de

G. polymorpha ssp. floccosa.
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1,88 ¢
(Hex., CH.Cl,, AcOEt, MeOH)
11 arupos
CCDC
14 17-22 23-26 27-37
27,0 mg 131,4 mg 562,6 mg 518,5 mg
H CXDF; ce (Hex i(c?etona' cc
ex.-Acetona . - ; .
©@:1) Hexano-Acetona ACOEt: Acetona) CH,Cl>- MeOH
GPCD'14C 7 grupos 9 grupos 9 grupos
4.1 ma CCDP —) CCDG
Hex.-Acetona 32 >
(9:1) 71,0 mg
[ | e
GPC1B GPCD8A GPCD12A ecristalizacao
9,8 mg 3,5 mg GPC7
I [
[
GPC8
18-21 22-24 28-30
50,1 mg 79,0 mg 45,0 mg
ccbp — CCDP —» ccbp —
Hex.-CH,Cl,- Acetona Hex.-CH,Cl,-MeOH Hex.-CH,Cl,- MeOH
(1:1:1) (1:1:0,2) (1:1:0,3)
GPCD'18A GPCD'22C | |
19,3 mg 37,3 mg GPCD’28A GPCD’28C
10.9 ma 8.6 mqg
CCDP —» CCDP —» [ [
Hex.- GH.Cl;-Acetona HeX--C1H1291'2-Et20 GPC5 || GPCD28B || GPC4
(2:1:1) (1:1:1) 21,5 mg
GPCD’18Ab GPCD’22Cb CCDP —
9.3 ma 4.8 ma Hex.-CHCI5-Et,O
(1:2:2)
10,0 mg

Esquema 5 - Fracionamento da fragao II’ (CH,Cl,) das cascas do tronco do segundo material

de G. polymorpha ssp. floccosa.
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3.2. Dados fisicos e espectrométricos das substancias isoladas

GPC1A

Acetato de bauerenila (C3Hs5,0,, 468,7608): cristais incolores na forma de mica.
[a]p® = -22,50° (C=0,16 g.mL™"; CHCIs); Lit.: -1,4° (OKANO et al., 1983).

RMN de 'H, '*C, HSQC, HMBC: Tabela 2 pag. 44; E1-4 pag. 46-47.

GPC1B

Bauerenona (C3,H490, 425,7161): cristais incolores.

[o]p® = -48,40° (C=0,23 g.mL™"; CHCly); Lit.: -47,50° (CAMPELLO & MARSAIOLI, 1975).
RMN de 'H, '*C, HMBC: Tabela 3 pag. 45; E5-7 pag. 48-49.

GPC2A + GPC2B

Sitosterol (CxoHs500, 414,7130) + Estigmasterol (CxoH40, 412,6972): s6lido branco com
aspecto cristalino.

RMN 'H, °C: E8-9 pag. 51.

GPC3

11aH-13diidrozaluzanin C (C;s5H»,03, 248,3200): cristais incolores na forma de agulha.
[0]o® = +130,5° (C=0,39 g.mL™"; CHClI5).

RMN 'H, *C, HSQC, HMBC: Tabela 4 pag. 53; E10-13 pag. 54-55.

GPC4

Gochnatiolido A (C3,H3,07, 502,560): solido branco.

[o]o®® = -90,00° (C=0,12 g.mL™"; CHCl,)

RMN 'H, '°C, HMBC: Tabelas 5-6 pag. 58-59; E14-20 pag. 60-63.

GPC5

8-hidroxi-10-desoxigochnatiolido A (C3,H3007, 502,560): sdlido branco.
[a]o®® = -34,50° (C=0,32 g.mL™"; CHClIy).

RMN 'H, '*C, HMBC: Tabelas 5-6 pag. 58-59; E14-19 pag. 60-62; E21 pag. 63.



GPC6

8-hidroxi-gochnatiolido A (C3oH300g, 518,559): sdlido branco.

[a]o? = -52,30° (C=0,13 g.mL™"; CHCl,).

RMN 'H, ®*C, HSQC, HMBC: Tabelas 5-6 pag. 58-59; E14-19 pag. 60-62; E22-23 pag. 64.

GPC7

10-desoxigochnatiolido A (C3qH3,0s, 486,561): sélido branco.

[o]p?® = -90,00° (C=0,05 g.mL™"; CHCly).

RMN 'H, ®*C, HSQC, HMBC: Tabelas 5-6 pag. 58-59; E14-19 pag. 60-62; E24-25 pag.65.

GPC8
Ferulato de n-alquila: sélido branco.
RMN 'H, **C, HSQC, HMBC: Tabela 7 pag. 67; E26-29 pag. 68-69.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatografico resultou no isolamento e identificacdo de 10
substancias, denominadas GPC1A, GPC1B, GPC2A, GPC2B, GPC3, GPC4, GPC5, GPCS6,
GPC7 e GPC8. Todas sao conhecidas e foram identificadas através de andlise de espectros de
RMN e comparagdo com dados da literatura. Entre os compostos isolados destacam-se as
lactonas, constituintes caracteristicos das espécies do género Gochnatia (Tabela 1, p. 5).

3.3.1 - Identificacao das substancias GPC1A e GPC1B

GPC1A GPC1B

A substancia GPC1A foi isolada como cristais na forma de mica. O seu espectro de
RMN 'H (E1; Tabela 2) mostrou sinais de um hidrogénio olefinico em & 5,41 (dd, 2,9; 6,7 Hz),
um hidrogénio carbindlico em & 4,52 (dd, 4,2 Hz; 10,9 Hz), um grupo acetila em 4 2,06 (s, 3 H)
e oito grupos metila em & 1,05 (d, 7,2 Hz, 3 H); 8 1,04 (s, 3 H); 6 0,99 (s, 3 H); 6 0,94 (s, 3 H); o
0,93 (s, 3 H); 6 0,91 (d, 5,9 Hz, 3 H); 6 0,85 (s, 3 H); 6 0,76 (s, 3 H). Esses dados sao
compativeis com um triterpeno acetilado.

O espectro de RMN "*C totalmente desacoplado (E2; Tabela 2) de GPC1A mostrou 31
sinais. Os sinais em 8 21,3, 81,1 e 171,0 confirmaram a presenca de um acetato de triterpenila
enquanto que os sinais dos carbonos sp®’ em & 116,2 e 145,4 indicaram o esqueleto do
bauerenol (OLEA & ROQUE, 1990). Através da andlise dos espectros de RMN bidimensionais
(HSQC e HMBC) e comparagdo com dados da literatura, GPC1A foi identificado como o
acetato de bauerenila, um triterpeno previamente isolado de G. polymorpha (FARIAS et al.,
1984; CHAKRAVARTY & DAS, 1998).
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A substancia GPC1B foi isolada como um sélido branco com aspecto cristalino. Seu
espectro de RMN 'H (E5) foi muito similar ao de GPC1A (E1), indicando tratar-se de um
triterpeno muito semelhante. Devemos destacar o sinal bem definido em 6 2,75 (ddd, 5,7; 5,7;
14,7 Hz), tipico de um grupo metileno vizinho a um grupo carbonila, que estava ausente no
espectro de RMN 'H de GPC1A. A presenca de um grupo carbonila foi confirmada pelo
espectro de RMN '®C (E6), que mostrou um sinal em & 216,0, além de outros sinais
caracteristicos de um triterpeno com o mesmo esqueleto de GPC1A. O espectro HMBC (E7),
apresentou uma grande sobreposicdo de sinais na regido mais protegida, dificultando a
interpretacdo. Apesar disso foi possivel confirmar a estrutura através da observacdo das
correlagdes principais (Figura 20). A comparagédo com dados da literatura permitiu identificar
GPC1B como o triterpeno bauerenona (FARIAS et al, 1984; CAMPELLO & MARSAIOLI, 1975),
uma substancia conhecida que esta sendo relatada pela primeira vez no género. Em estudo
anterior, esta cetona havia sido sintetizada através de oxidacdo do acetato de bauerenila
(FARIAS et al., 1984).

As substancias GPC1A e GPC1B eram os constituintes principais da fragdo menos
polar do extrato etandlico e foram obtidos de varias fragdes, em misturas de diferentes
proporcoes (Esquema 3, p. 37).

Figura 20 - Principais correlagdes observadas nos espectros HMBC de GPC1A e GPC1B.
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Tabela 2 - Dados de RMN 'H (400 MHz), '°C (50 MHz), HSQC e HMBC (400 MHz) em CDCl,

para GPC1A.
Posicao Tipo O 5c* HMBC
(multiplicidade,J em Hz) PRI
1 CH, 1,67 (m) 36,5 3;4;5;9
2 CH, > 24,2 *
3 CH 4,52 (dd, 4,2; 10,9) 81,1 1;2;4;C-0O
4 Cq - 37,8 -
5 CH 1,41(m) 50,6 3;4;6;7;9;10; 23; 24; 25
6 CH, 2,00 (m) 23,9 5;7;8;10
7 CH 5,42 (dd, 2,9; 6,7) 116,2 5;6;9; 14
8 Cq - 1454 -
9 CH 2,15 (m) 48,2 4;5;7;8
10 Cq - 35,0 -
11 CH, *x 16,8 -
12 CH, * 32,4 >
13 Cq - 37,73 -
14 Cq - 41,3 -
15 CH, ** 28,9 b
16 CH, ** 31,5 b
17 Cq - 32,0 -
18 CH 1,31 (m) 54,9 19; 20; 29; 30
19 CH ** 35,3 b
32,0
20 CH - (38,0)" -
21 CH, - 29,2 -
22 CH, ** 37,69 *
23 CHs 0,93 (s) 15,8 3;4;5;24
24 CHs; 0,85 (s) 27,5 3;4;5;283
25 CH; 0,76 (s) 13,0 1;5;9;10
26 CHs 0,99 (s) 23,7 8;13;14;15
27 CHs 0,94 (s) 22,6 12;13;14; 18
28 CH; 1,04 (s) (32?6())** 16; 18; 22
29 CH; 1,05 (d, 7,2) 25,6 18;19; 20
30 CHj; 0,91 (d, 5,9) 22,5 19; 20; 21
CHs;CO CHs 2,06 (s) 21,3 C-O0
CH,CO Cq - 171,0 CH3CO

*Atribuigbes obtidas através de andlise dos espectros HSQC e HMBC.

**Sinais que podem estar trocados. A atribuicdo inequivoca nao foi possivel devido a grande sobreposicao de sinais

nos espectros de RMN 1D e 2D.



Tabela 3 - Dados de RMN °C (50 MHz, CDCls) para GPC1B.

Posicao Tipo &¢*
1 CH. 34,9
2 CH, 38,3**
3 Cq 216,9
a Cq **

5 CH 52,1
6 CH; 24,6**
7 CH 116,4
8 Cq 145,5
9 CH 47,8
10 Cq 35,4
11 CH. 17,0
12 CH. 32,4
13 Cq b
14 Cq 41,4
15 CH. 28,9
16 CH. 31,5
17 Cq b
18 CH 54,9
19 CH 35,3
20 CH 32,0**
21 CH. 29,2
22 CH, 37,7
23 CH3 24,5*
24 CH; 21,5
25 CHs 12,7
26 CH, 22,6
27 CHs 23,8
28 CH;3 38,0**
29 CH;3 25,7*
30 CHj 22,5

*Atribuigbes obtidas através de andlise dos espectros HSQC e HMBC.

“Sinais que podem estar trocados. A atribuigao inequivoca nao foi possivel

devido a grande sobreposigaode sinais nos espectros de RMN 1D e 2D.
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3.3.2 - Identificacao das substancias GPC2A e GPC2B

29

GPC2A GPC2B

Os compostos GPC2A e GPC2B foram isolados como uma mistura sélida, branca com
aspecto cristalino. O seu espectro de RMN 'H (E8) apresentou sinais de diversos grupos metila
na regiao de 6 0,68-1,04; caracteristicos de triterpenos ou esterdides. Na regido de hidrogénios
olefinicos, foi observada a presenca de um dubleto largo em & 5,36, referente ao H-6, e dois
duplo-dupletos em 8 5,02 e 5,14 (dd, 15,1; 8,0 Hz), referentes aos hidrogénios vinilicos H-22 e
H-23. Estes sinais da dupla exociclica confirma a presenga do estigmasterol. Na regido dos
hidrogénios carbindlicos foi observado um multipleto centrado em & 3,52, referente ao H-3 dos
dois compostos.

O espectro de RMN '*C (E9) apresentou 40 sinais indicando a presenca de uma mistura
esteroidal. A comparagdo com dados da literatura (GOULART et al, 1993; MACARI et al.,
1990; WRIGHT et al, 1978) permitiu confirmar a presenca dos esterdides sitosterol e
estigmasterol. Na regido olefinica, foi possivel observar dois sinais em & 140,8 e 121,7
referentes aos C-5 e C-6 pertencentes a dupla endociclica presente nos dois compostos. A
dupla exociclica do estigmasterol foi confirmada pelos sinais em & 138,3 e 129,3, referentes
aos C-22 e C-23, respectivamente. Para o sitosterol, os C-22 e C-23 foram indicados pelos
sinais em 8 34,0 e 26,1. Em adicdo, foi observado um sinal em & 71,8 tipico de carbono
oxigenado, atribuido ao C-3 de ambos os compostos.

As percentagens aproximadas dos dois compostos constituintes na mistura foram
calculadas com base na integracao dos sinais correspondentes a H-6 (de ambos) e H-22 e H-
23 (estigmasterol). Esta analise permitiu deduzir que a mistura contém 42,6 % de sitosterol e
57,4 % de estigmasterol.

Essa mistura é muito comum, ocorrendo em quase todos os extratos vegetais e neste

trabalho foi isolada de varias fragdes.
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3.3.3 - Identificacao da substancia GPC3

A substancia GPC3 foi isolada como cristais em forma de agulha. O seu espectro de
RMN 'H (E10; Tabela 4) apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos em & 5,40
(t 1,9 Hz; 1H), 6 5,32 (¢, 1,9 Hz; 1H), 8 4,96 (s/, 1H) e & 4,93 (s/, 1H), hidrogénios carbindlicos
em d 4,54 (tt, 2,0 Hz; 7,6 Hz; 1H) e 4,14 (t, 9,7; 1H), varios multipletos referentes aos
hidrogénios ligados aos carbonos sp® e um sinal intenso em & 1,17 (d, 7,8 Hz; 1H) referente a
um grupo metila ligado a carbono sp®.

O espectro de RMN '*C totalmente desacoplado (E11; Tabela 4) de GPC3, mostrou a
presenga de 15 carbonos, caracterizando um sesquiterpeno. Os sinais em o 83,7 e 179,6
indicaram a presencga de um anel lacténico. O sinal em ¢ 73,5 indicou a presenga de um alcool
secundario. Os demais sinais mostraram tratar-se de uma lactona sesquiterpénica com
esqueleto guaiano (guaianolideo).

Pela andlise dos espectros HSQC e HMBC (E12; E13; Tabela 4), a estrutura foi
confirmada através da observagdo das correlagdes mostradas abaixo. A estereoquimica
relativa foi determinada através comparacao com a literatura (BOHLMANN & CHEN, 1982).
Assim, foi possivel identificar GPC3 como 11aH,13-diidrozaluzanin C, uma lactona conhecida,
isolada previamente de outras plantas como Ainsliaea fragans (Asteraceae) (BOHLMANN &
CHEN, 1982; ANDO et al., 1989), mas que estd sendo descrita pela primeira vez no género
Gochnatia.
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Figura 21 — Principais correlagcdes observadas no espectro HMBC de GPC3.

Tabela 4 - Dados de RMN 'H (400 MHz), '*C (100 MHz), HSQC e HMBC (400 MHz) em CDCl;
para GPC3.

O

L ) Oc*
Posicio Tipo (multiplicidade; HMBC
Jem Hz) 'H-3Cc
1 CH 2,89 (m) 43,2 2;3;5;6;9;10; 14
2a 1,75 (m) 24 B 10
2%b CH, 2.35 (m) 38,5 1;3;4;5;10; 14
3 CH 4,54 (tt; 7,6; 2,0) 73,5 1;2;4;5;15
4 Cq - 153,1 -
5 CH 2,83 (m) 49,6 1;2;3;4;6;7;10
6 CH 4,14 (t; 9,6) 83,7 1;4;5;7;8; 11
7 CH 2,381 (m) 46,2 5;6;8;9;11;12; 13
8a 1,42 (m) o
8b CH, 1.86 (m) 28,6 6;7;9;10; 11
9a 1,97 (m) @10 11
9b CH, 2,54 (m) 35,9 1;7;8;10;11; 14
10 Cq - 148,9 ;
11 CH 2,69 (quint., 8,0; 7,9) 39,2 6;7;8;12;13
12 Cq - 179,6 -
13 CH; 1,17 (d, 7,8) 11,4 7;8;11; 12
14a 4,93 (s)) .
14b CH, 496 () 113,2 1;5;9;10
15a 5,32 (,1,9) CA-E-
15b CH, 5,40 (t, 1,9) 111,2 3;4;5;6

*Atribuigbes inequivocas obtidas através de andlise dos espectros HSQC e HMBC.
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3.3.4 - Identificacao das substancias GPC4, GPC5, GPC6 e GPC7

GPC4 GPC5 GPC6 GPC7
R, OH H OH H
R, H OH OH H

As substancias GPC4, GPC5, GPC6 e GPC7 foram isoladas como s6lidos brancos. Os
seus espectros de RMN 'H foram muito semelhantes entre si, mostrando tratar-se de
substédncias com o mesmo esqueleto béasico. Como ilustragdo, estd apresentada a
sobreposicdo dos espectros de RMN 'H de GPC4 a GPC7 (E14). Observa-se a presenca de
sinais de varios hidrogénios olefinicos na regido de 6 6,30-4,75 (E15; Tabela 5), de hidrogénios
carbindlicos em 6 4,20-3,75 (E16; Tabela 5), e diversos hidrogénios metinicos e metilénicos,
mas nao metilicos.

Os espectros de RMN 'H dessas substancias apresentaram algumas diferencas nos
deslocamentos quimicos em algumas regides. Em particular, na regido de hidrogénios
olefinicos (E15; Tabela 5), a presenca da hidroxila ligada no C-8 nas substancias GPC5 e
GPC6 leva a uma desprotecdo no deslocamento do hidrogénio H-13a. A regido carbindlica
(E16; Tabela 5), da substancia GPC7 apresenta dois grupos de sinais bem definidos em 3,91
(dd, 10,4; 9,4) e 4,20 (dd, 9,9; 9,0) atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-6', respectivamente.
Para as demais substancias, essa regido é um pouco mais complexa. E possivel observar um
sinal adicional nesta regido, atribuido ao H-8, em & 4,24 para GPC5 e em & 4,04 para GPCS6,
em fungéo da presencga da hidroxila na posicao C-8.

Os espectros RMN '®C totalmente desacoplado das substancias GPC4, GPC5, GPC6 e
GPC7 (E17; Tabela 6) também se mostraram muito semelhantes.

A substancia GPC7 nao apresenta substituicdes nas posicdes C-8 e C-10 e foi utilizada
como uma estrutura de referéncia na identificacdo das demais substancias com o mesmo
esqueleto. E importante ressaltar que as regides olefinicas (E18) e carbindlicas (E19)
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apresentaram algumas modificacbes nos deslocamentos quimicos de alguns atomos de
carbono, bem como as diferengcas nos sinais de hidrogénios. Isto se deve a presenca das
hidroxilas nas posicoes C-8 e C-10 para estes compostos.

O espectro de RMN '*C (E17) da substancia GPC7 mostrou 30 sinais, dos quais dois
podem ser atribuidos a carbonos oxigenados (6 82,6 e 84,0), dois a grupos carbonila de cetona
(6 193,8 e 220,4) e dois a grupos carbonila de éster (6 169,4 e 169,7). Observa-se ainda, mais
10 carbonos sp?, dentre os quais dois sdo referentes a uma ligagao dupla endociclica (5 142,1
e 170,9) e oito sédo referentes a ligagdes duplas exociclicas (6 114,0; 120,7; 120,8; 121,5;
138,6; 139,3; 141,9 e 150,6). Por outro lado, a substancia GPC6 apresenta duas hidroxilas nas
posicdes C-8 e C-10, o que justifica os dois sinais adicionais na regiao de carbonos oxigenados
(6 70,8 e 71,8) (E19). As substancias GPC4 e GPC5 apresentam uma hidroxila nas posigoes C-
10 e C-8, respectivamente; o que justifica um sinal adicional na regido de carbonos oxigenados
(6 71,1 e 70,5, respectivamente) (E19).

Pela analise dos espectros HSQC e HMBC de GPC4, GPC5, GPC6 e GPC7, as

estruturas foram confirmadas através da observacao das correlacdes mostradas abaixo.

Figura 22 — Principais correlagdes observadas nos espectros HMBC de GPC4, GPC5, GPC6 e
GPC7.

Esses dados sdo compativeis com o esqueleto de uma lactona sesquiterpénica
dimérica. Varias substancias deste tipo foram previamente isoladas de Gochnatia polymorpha,
G. hypoleuca e G. paniculata (BOHLMANN et al., 1983; 1986). Essas substancias diferem entre
si pelo padrao de substituicdo e pela estereoquimica. Através de andlise dos espectros de
RMN 1D e 2D e comparagao com dados publicados (BOHLMANN et al., 1986), GPC4, GPC5,
GPC6 e GPC7 foram identificadas como gochnatiolido A (GPC4), 8-hidroxi-10-
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desoxigochnatiolido A (GPC5), 8-hidroxigochnatiolido A (GPC6) e 10-desoxigochnatiolido A
(GPC?7). Essas lactonas diméricas foram encontradas nos dois extratos analisados, mas em
quantidades diferentes. No primeiro material eram constituintes minoritarios e foram isolados

com menor grau de pureza.

Tabela 5 - Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) para GPC4, GPC5, GPC6 e GPC?7.

GPC4 GPC5 GPC6 GPC7
Posicao 5 (multiplicidade; J 8y (multiplicidade; J 8y (multiplicidade; 8y (multiplicidade; J
em Hz) em Hz) Jem Hz) em Hz)
6 3,74 (t,9,6) 3,88 (dd, 10,4; 9,6) 3,76 (,9,9) 3,91 (dd, 10,4; 9,4)
6’ 4,22 (t,9,5) 4,19 (dd, 9,8;9,2) 4,25 (t,9,6) 4,20 (dd, 9,9; 9,0)
7 3,88 (dt, 10,4; 1,1) 3,25 (m) 3,94 (dt, 10,3; 1,2) 3,24 (m)
7 3,06 (m) 3,05 (m) 3,07 (m) 3,05 (m)
13a 5,48 (d, 3,4) 6,12 (d, 3,2) 6,08 (d, 3,3) 5,56 (d, 3,2)
13b 6,20 (d, 3,5) 6,33 (d, 3,3) 6,26 (d, 3,4) 6,26 (d, 3,2)
13’a 5,63 (d, 3,1) 5,58 (d, 3,1) 5,65 (d, 3,2) 5,59 (d, 3,1)
13'b 6,28 (d, 3,1) 6,27 (d, 3,1) 6,30 (d, 3,2) 6,26 (d, 3,1)
14'a 5,08 (sl) 5,07 (sl) 5,09 (sl) 5,07 (s)
14'b 4,70 (s) 4,71 (sl) 4,70 (sl) 4,71 (sl)
15a 6,02 (t, 1,0) 6,00 (t, 1,0) 6,05 (t; 1,1) 5,98 (dd, 1,6; 1,1)
15b 6,21 (t, 1,0) 6,19 (t, 1,0) 6,25 (t; 1,1) 6,16 (dd, 1,6; 1,1)




Tabela 6 - Dados de RMN de ®*C (50 MHz, CDCl;) para GPC4, GPC5, GPC6 e GPC?7.

Posicdo GPC4 GPC5 GPC6 GPC7
oc* oc* oc* oc*
1 170.6 170.8 169.7 171.1
2 143.2 141.7 142.8 142.1
3 194.1 193.6 193.9 193.9
4 142.0 141.4 141.2 142.0
5 47.3 50.6 48.4 50.9
6 83.6 78.5 79.3 82.7
7 43.4 51.4 53.0 43.7
8 35.3 70.5 70.8 25.3
9 38.4 441 46.2 33.3
10 711 29.3 71.8 31.1
11 140.3 137.7 138.9 139.3
12 169.9 169.1 169.5 169.4
13 119.6 122.9 123.0 120.6
14 28.3 27.9 38.4 27.7
15 122.5 121.4 122.8 121.0
1 39.9 40,0 39.9 40.0
2 44.9 45.1 44.9 45.1
3 219.7 220.6 219.7 220.4
q 51.0 50.8 50.9 51.0
5 491 49.5 49.2 49.5
6’ 84.4 84.1 84.5 84.1
7 43.5 43.5 43.6 43.6
8 31.9 31.9 32.0 32.0
9’ 39.4 39.5 39.4 39.5
10 150.1 150.5 150.1 150.6
117 138.1 138.5 138.0 138.7
12’ 170.4 169.8 171.0 169.7
13 121.8 121.7 121.7 121.6
14 1141 114.0 114.3 114.0
15’ 23.0 26.3 28.0 26.1

*Atribuigbes inequivocas obtidas através de analise dos espectros HSQC e HMBC.
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E16 — Ampliacdo da regido de hidrogénios carbinélicos dos espectros RMN 'H (400 MHz,
CDCl;) de GPC4, GPC5, GPC6 e GPC7.
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E17 - Sobreposicéo dos espectros RMN '*C (50 MHz, CDCl;) de GPC4, GPC5, GPC6 ¢ GPC?7.
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E18 — Ampliacao da regido olefinica dos espectros RMN *C (50 MHz, CDCl;) de GPC4, GPCS5,
GPC6 e GPC7.
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E19 — Ampliacdo da regido de carbonos oxigenados dos espectros RMN '*C (50MHz, CDCls)
de GPC4, GPC5, GPC6 e GPC?7.
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E21 - Espectro HMBC (400MHz, CDCl;) de GPC5.
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3.3.5 - Identificacao da substancia GPC8

HsCO
OCHa(CHy),CH3

1 (n+2)'
HO

GPC8

O composto GPC8 foi isolado como sélido branco. Seu espectro de RMN 'H (E26;
Tabela 7) mostrou a presenga de um dupleto em 66,93 (8,1 Hz; 1H), um duplo dupleto em &
7,09 (8,1 e 1,4 Hz; 1H), e um dupleto em & 7,04 (1,4 Hz; 1H). Este conjunto de sinais
evidenciou a existéncia de um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido. Em adigao, o espectro RMN
'H mostrou outros sinais caracteristicos de grupo trans-feruloila (DAVID et al., 2004), dentre os
quais dois dupletos em 86,27 (d; 15,9 Hz; 1H) e 67,59 (d; 15,9 Hz; 1H), referentes ao
hidrogénios olefinicos de uma ligacdo dupla com configuragao trans e conjugada a carbonila
(H-7 e H-8). O espectro RMN 'H apresentou ainda, na regido de hidrogénios alifaticos, um
tripleto desprotegido em 8 4,19 (6,7 Hz; 2H), referente a hidrogénios oximetilénicos (C-1°).

Através da andlise do espectro de RMN '*C totalmente desacoplado (E27; Tabela 7), foi
possivel confirmar a presenga do sistema aromatico 1,3,4-trissubstituido através dos sinais em
6 109,3; 114,7; 123,0; 127,1; 146,7 e 147,9. A presenca de um grupo carbonila a,B-insaturado
pode ser confirmado pelos sinais em 6 167,1; 144,6 e 115,7; correspondentes a um grupo
carbonila (C-9) e aos dois carbonos metinicos sp? (C-7 e C-8). Esses dados sugeriram um
éster de cadeia longa do acido ferulico. Através da comparacao com os dados da literatura
(CORREIA et al., 2003; DAVID, et al., 2004) e pela andlise dos espectros HSQC (E28) e HMBC
(E29) de GPC8 (Tabela 7), a estrutura foi confirmada através da observacao das correlagcbes
mostradas abaixo. Esta substancia é inédita no género Gochnatia.

Entretanto, o tamanho da cadeia alquilica ndo pode ser determinada apenas pelos
dados de RMN, sendo necessario que a massa molecular do composto seja conhecida. O
espectro de massas esta sendo providenciado.

OCH,(CHy),CHs

HJ 1 (n+2)'

Figura 23 — Principais correlagées observadas no espectro HMBC de GPCS8.
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Tabela 7 - Dados de RMN 'H (400 MHz), "*C (50 MHz), HSQC e HMBC (400 MHz) em CDCl;
para GPCS8.

Posicdo Tipo (multiplicid:;e; Jem Hz) o 'f:m Eg
1 Cq - 1271 -
2 CH 7,04 (d, 1,9) 109,3 1;3;4;6;7
3 Cq : 147,9 -
4 Cq : 146,7 -
5 CH 6,93 (d, 8,1) 114,7 1;3;4;6
6 CH 7,09 (d, 8,1; 1,4) 123,0 1;2;4;5;6;7
7 CH 7,59 (d, 15,9) 1446 1,2;6;8;9
8 CH 6,27 (d, 15,9) 115,7 1,7;9
9 Cq - 167,1 -
1 CH, 4,19 (t,6,7) 64,6 23,9
2 CH, 1,69 31,9 1;3;4
(CHy),  CH, 1,25 (s) 29,3
(n+2)"  CHs 0,88 14,1 -
OH - 5, 85 (5) - -
OCH;  CHs 3,93 (s) 56,0 3

*Atribuicbes inequivocas obtidas através de andlise dos espectros HSQC e HMBC.
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4. REALIZA(;AO DE ENSAIOS FARMACOLOGICOS
4.1- Atividade antimicrobiana

4.1.1 - Materiais e métodos

O extrato bruto das cascas do tronco em etanol, as fragdes obtidas por particdo com
solventes (CH,Cl,, AcOEt e BuOH) e as substancias GPC1A e GPC3 foram testadas in vitro
contra 21 microrganismos pelo método de difusdo em agar, segundo as normas descritas pelo
National Committe for Clinical Laboratory Standards. Foram utilizados os seguintes
microrganismos: Kocuria rhizophila ATCC 9341, Staphylococcus aureus ATCC 6538, S. aureus
ATCC 14458, S. epidermides ATCC 12228, S. epidermidis 6ep, Proteus vulgaris ATCC,
Bacillus subtilis ATCC, Salmonela typhi ATCC, Enterococcus aerogenes ATCC, E. faecalis
ATCC 10100 (bactérias Gram-positivas), Escherichia coli ATCC 10538, E. coli ATCC 10799,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (bactérias Gram-negativas), Candida albicans ATCC
1023, C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 157, C. tropicalis ct, C. glabrata ATCC
30070, C. parapsilosis ATCC 22019, C. dubliniensis ATCC 777, C. dubliniensis ATCC 778157
(fungos). Os extratos e fracbes foram testados na concentracdo de 5,0 mg.mL’' e as
substancias puras na concentracdo de 1,0 mg.mL'. Os ensaios foram realizados na
Universidade Estadual de Campinas sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcos José Salvador
conforme metodologia previamente publicada (STEFANELLO et al., 2006 ®)

4.1.2 - Resultados e discussao

O extrato etandlico bruto inibiu o crescimento de apenas 6 bactérias Gram-positivas,
com halos de inibicao (HI) de 7-10 mm. Dentre as fragdes obtidas por particédo, a fragdo em
diclorometano inibiu o crescimento de 9 bactérias (Hl = 6-12 mm), a fragdo em acetato inibiu o
crescimento de apenas 6 bactérias (Hl = 6 mm) e a fragdo em butanol inibiu o crescimento de 7
bactérias (HI = 6-12 mm). As substancias puras inibiram o crescimento de apenas quatro
bactérias (HI = 6-9 mm) (tabela 8). Neste ensaio, considera-se que uma amostra apresenta
atividade quando o halo de inibicdo é igual ou maior que 10 mm. Adotando esse critério,
observa-se que o extrato etandlico (EtOH) mostrou atividade apenas contra K. rhizophila e
Staphylococcus aureus.

Considerando as fracdes obtidas por particdo, a maior atividade foi observada na fracao
em diclorometano, principalmente contra Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Bacillus
subtillis e Escherichia coli. Entretanto as duas substancias obtidas desta fracdo (acetato de

bauerenila - GPC1A e 11aH,13-diidrozaluzanin C - GPC3) foram inativas. Nenhuma amostra
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apresentou atividade antifingica e apenas a fragdo em diclorometano foi ativa contra bactérias
Gram-negativas. Estes resultados diferem ligeiramente daqueles previamente publicados para
essa espécie, no qual a fragdo em diclorometano das cascas do tronco inibiu o crescimento de
14 bactérias e dois fungos, com halos de inibicdo de 6-17 mm (STEFANELLO et al., 2006°).

Tabela 8 - Atividade antimicrobiana de extratos, fragcdes e substacias puras de G. polymorpha
ssp. floccosa.

Diametro do halo de inibi¢ao - HI (mm)

MICRORGANISMO EtOH AcOEt BuOH  CHCl, GPCIA  GPC3 | .
5mg/mL 5mg/mL 5mg/mL 5mg/mL 1mg/mL 1mg/mL

K. rhizophila (ATCC 9341) 10 6 6 6 - - 25
S. aureus (ATCC 6538) 10 6 8 12 9 8 23
S. aureus (ATCC 14458) 7 6 6 10 6 6 29
S.epidermidis ATCC 12228 9 6 12 8 6 6 25
S. epidermidis (6ep) 9 6 6 10 6 8 31
P. vulgaris (ATCC) - - - - : - 25
B. subtilis (ATCC) - - - 12 ; ; 28
Salmonela TYPHI (ATCC) - - - - - . 23
E. aerogenes (ATCC) - - . - - . 25
E. faecalis (ATCC 10100) 7 6 6 7 - - 28
E. coli (ATCC 10538) - - - 12 - _ 32
E. coli (ATCC 10799) - - 6 8 - . 32
P.aeruginosa (ATCC i ) ] ] ] ] oo
27853)
C. albicans (ATCC 1023) - - - - - ; 40
C. albicans (ATCC 10231) - - - - - ; 40
C. tropicalis (ATCC 157) - - - - - - 40
C. tropicalis (ct) - - - - . ) 20
C. glabrata (ATCC 30070) - - - - ; ; 40
C. parapsilosis (ATCC i i ] ] ] ] 40
22019)
C. dubliniensis (ATCC 777) - - - - ; ; 35
C. dubliniensis (ATCC i ) ] ] ] ] 35
778157)

EtOH — extrato etandlico; AcOEt — fracdo em acetato de etila; BUOH — fracdo em 1-butanol; CH2Cl, — fragdo em
diclorometano; C - controles positivos: bacitracina (20,0 Ul/mL) para bactérias e cetoconazol (100,0 ug/mL) para

fungos.



72

4.2 - Atividade antiinflamatoria
4.2.1 - Materiais e métodos

A atividade antiinflamatéria do extrato etandlico das cascas do tronco, das fracoes
obtidas por particdo com solventes (CH.Cl,, AcOEt, BUOH) e dos compostos isolados GPC1A
e GPC3 foi avaliada em camundongos através do teste de inflamagao na pata induzida pela
carragenina e de inflamacao pulmonar (pleurisia) (OWQOYELE et al., 2005). Os testes foram
realizados no Departamento de Farmacologia da UFPR pelos alunos de mestrado René dos
Reis Piornedo e Priscila de Souza, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Aleksander Zampronio
e Profa. Dra. Candida A. Leite Kassuya.

4.2.1.1 - Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss machos (25-
35 g) mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal
do Parana, em temperatura (22 + 2 °C) e umidade controlada (60-80 %), ciclo claro/escuro de
12 h e com livre acesso a agua e ragdo. Os animais foram retirados do biotério e mantidos no
laboratério para adaptagdo por um periodo de pelo menos 1 h antes do inicio dos
experimentos, sendo utilizados somente uma vez em cada teste. Os experimentos foram
conduzidos de acordo com as orientagdes para os cuidados com animais de laboratério e
consideracbes éticas com os protocolos experimentais aprovados pelo Comité de Etica e

Experimentacado Animal da Universidade Federal do Parana (processos n° 336).
4.2.1.2 - Edema e inflamacao de pata induzido pela carragenina

Neste ensaio grupos distintos de camundongos foram tratados por via oral com o
extrato etandlico de G. polymorpha (EtOH — 30-300 mg/kg), fragcdo em diclorometano (CH.Cl, —
50 mg/kg), fracdo butandlica (BuOH — 0,2-200 mg/kg), GPC1A (1 mg/kg) e GPC3 (10 e 30
mg/kg), ou com veiculo. Apés 1 h, os animais receberam na pata direita 50 uL de salina
contendo carragenina (Cg, 300 ug). Como farmaco de referéncia foi testado a dexametasona
na dose de 0,5 mg/kg, via subcutédnea. A pata esquerda recebeu o mesmo volume de PBS e foi
utilizada como controle. O aumento de volume da pata foi avaliado antes de qualquer
tratamento com auxilio de um micrémetro (Mitutoyo série 293) 2 h apds a aplicacdo da
carragenina. Os dados foram expressos como a variagdo do volume da pata avaliado antes e
apdés a aplicagéo de carragenina.
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4.2.1.3 - Medida da atividade da Mieloperoxidase no modelo de inflamacao induzida pela
carragenina

Para avaliagao indireta do acumulo de neutréfilos, grupos de camundongos receberam
tratamento oral foram tratados por via oral com o extrato etandlico de G. polymorpha (EtOH —
30-300 mg/kg), fracao butandlica (BuOH — 0,2-200 mg/kg), diclorometano (CH,Cl, — 50 mg/kg),
a substancia GPC3 (1-30 mg/kg) ou com veiculo. Um grupo distinto de animais recebeu
somente injecdo i.pl. de salina. Quatro horas apds a injegdo de Cg, ou somente da solu¢ao
salina, os animais foram sacrificados e a pele das suas patas foi removida. As amostras para a
medida da atividade da MPO foram preparadas como descrito por DE YOUNG et al. (1989). Os
tecidos foram homogeneizados em 0,5 mL de tampéo fosfato (80 mM, pH de 5,4) contendo 0,5
% de brometo de hexadeciltrimetilaménio e centrifugado 12000 g, por 15 minutos, a 4 °C. Um
volume de 30 pL de sobrenadante das amostras foi pipetado em uma microplaca de 96 pogos.
Para o ensaio, 200 pL de uma solu¢do contendo 100 yL PBS (80 mM, pH de 5,4), 85 uL de
PBS (0,22 M, pH de 5,4) e 15 pL de peroxido de hidrogénio (0,017 %) foram adicionados em
cada poc¢o. A reacgdo foi iniciada pela adicao de 20 pL de tetrametilbenzidina (18,4 mM, em 8 %
de dimetilformamida). A placa foi incubada a 37 °C por 3 minutos e a reacgao foi terminada pela
adicdo de 30 pyL de acetado de soédio (1,46 M, pH de 3,0). A atividade enzimatica foi
determinada colorimetricamente e expressa como mDO/mg proteina, sendo utilizado um leitor
de ELISA (EL808, Bio-TeklInstruments, Inc.) com filtro de 630 nm.

4.2.1.4 - Pleurisia induzida pela carragenina

Neste ensaio, os camundongos foram tratados por via oral com o extrato etandlico
(EtOH- 30-300 mg/kg), fracdo butandlica (BuOH — 0,2-200 mg/kg), diclorometano (CH,ClI, - 50
mg/kg) ou com veiculo, 1 h antes da inducdo da pleurisia. A pleurisia foi realizada como
descrito previamente por SPECTOR (1956) e modificada para camundongos (HENRIQUES et
al., 1990). Para a inducdo da pleurisia, a carragenina (100 ulL/cavidade de solugéo de 1 %
carragenina) foi administrada por via intratoracica no lado direito da cavidade pleural do
camundongo utilizando-se uma agulha adaptada. Outro grupo distinto de animais recebeu
injecdo intratoracica de salina estéril e foi utilizado como controle. Os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina e xilazina e sacrificados 6 h ap6s a injegdo de
carragenina, sendo a cavidade pleural aberta e lavada com 1 mL de PBS contendo heparina
(10 UI/mL). O volume de exsudacao foi medido utilizando-se uma pipeta automatica e o valor
multiplicado pela quantidade de proteinas totais por mL, quantificada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), para obtencao do valor total de proteina por cavidade.
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4.2.2 - Resultados e discussao

4.2.2.1 - Efeito sobre o edema induzido pela carragenina

O edema (aumento na espessura da pata) induzido pela injecado intraplantar de
carragenina (300 ng) foi reduzido apds a administragdo via oral de 30, 100 e 300 mg/kg do
extrato bruto em etanol (EtOH) das cascas do tronco de G. polymorpha. Na dose de 100 mg/kg
o tratamento via oral com o extrato etandlico causou inibicdo de 39 + 5 % (Figura 24a).
Ensaios com as fra¢des obtidas por particAo com solventes mostraram que a maior atividade
foi observada na fracdo butandlica (BuOH) que na dose de 2, 20 e 200 mg/kg foi eficaz em
reduzir o edema, com a inibicdo significativa de 69 + 5% (nha dose de 200 mg/kg) quando
analisada 2 h apds injegéo da carragenina (Figura 24b).

Além disso, a fracdo em CH.ClI, inibiu de maneira significativa o edema induzido pela
carragenina, na dose de 50 mg/kg (Figura 25). Com relagdo as substancias puras, apenas a
administracdo de 11aH,13-diidrozaluzanin C (GPC3 — 10 mg/kg), reduziu de maneira
significativa o edema induzido pela carragenina (Figura 25). A Inibicdo da fragdo CH.Cl, e do
composto isolado foi semelhante a inibicao induzida pela injecao subcutanea de dexametasona
(0,5 mg/kg).
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Figura 24 - Efeito do tratamento com o extrato etandlico (EtOH) e com a fragao butandlica
(BuOH) de G. polymorpha sobre o edema induzido pela inje¢éo i.pl. de Cg. A espessura das
patas dos animais foi avaliada e imediatamente apés, os animais foram tratados por via oral com o EtOH
(30-300 mg/kg), BuOH (0,2-200 mg/kg) ou com o veiculo. Apds 1 h os animais receberam a injecao i.pl.
de Cg (300 pg) e a espessura da pata foi medida apés 2 h. Os pontos representam a média = E.P.M. da
variacao (A) da espessura da pata em pm de 5-7 animais. *diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001).
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Figura 25 - Efeito do tratamento com a fragdo CH,Cl, e com os compostos GPC1A e GPC3
obtidos de G. polymorpha sobre o edema induzido pela inje¢do i.pl. de Cg. A espessura das
patas dos animais foi avaliada e imediatamente apds, os animais foram tratados por via oral com fragao
CH.Cl, (50 mg/kg), GPC1A (1 mg/kg), GPC3 (10 mg/kg) ou com o veiculo. Apdés 1 h os animais
receberam a injecao intraplantar de carragenina (300 ug) e a espessura da pata foi medida apds 2 h. Os
pontos representam a média + E.P.M. da variacdo (A) da espessura da pata em pm de 5-7 animais.

*diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001).

4.2.2.2 - Efeito sobre o aumento da atividade da MPO induzido pela Cg

A carragenina (Cg - 300 ug/pata) induz o aumento da atividade da MPO 4 h apés a
injecao i.pl. deste agente, quando comparado aos animais controle. Quatro horas apés a
injecao da Cg, o tratamento com a dose de 300 mg/kg de EtOH reduziu significativamente a
atividade da MPO (47 + 6 % de inibicdo). Similarmente, o tratamento dos animais via oral com
as doses de 2, 20 e 200 mg/kg de BuOH foram capazes de inibir o aumento da atividade da
MPO 4 h apés a injecao de Cg (Figura 26b).

Tanto o tratamento via oral com a fragdo CH.Cl, (dados ndo mostrados) ou com GPC3
(Figura 27) foi capaz de prevenir o aumento da atividade da mieloperoxidase induzido pela
injecao intraplantar de carragenina.
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Figura 26 - Efeito do tratamento com o extrato etandlico (EtOH) e com a fragcao butandlica
(BuOH) de G. polymorpha sobre o aumento da atividade da mieloperoxidase induzido pela
injecao intraplantar de Cg. Os animais foram tratados por via oral com o EtOH (30-300 mg/kg), BuOH
(0,2-200 mg/kg) ou com o veiculo. Apés 1 h os animais receberam a injecao intraplantar de carragenina
(300 pg) e a atividade da mieloperoxidase foi avaliada apdés 4 h da injecdo da Cg. Os pontos
representam a média + E.P.M. da atividade da mieloperoxidase de 5-7 animais. *diferenga significativa

em relacdo ao grupo controle (**P < 0,01, ***P < 0,001).
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Figura 27 - Efeito do tratamento com a substancia GPC3 sobre o aumento da atividade da
mieloperoxidase induzido pela injegao intraplantar de Cg. Os animais foram tratados por via oral
com GPC3 (1-30 mg/kg) ou com o veiculo. Apés 1 h os animais receberam a injecéo intraplantar de
carragenina (300 ug) e a atividade da MPO foi avaliada apdés 4 h da injecdo da Cg. Os pontos
representam a média £ E.P.M. da atividade da mieloperoxidase de 5-7 animais. *diferenc¢a significativa

em relacao ao grupo controle (**P < 0,01, ***P < 0,001).
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4.2.2.3 - Efeito sobre a pleurisia induzida pela carragenina

A administracao intratoracica de carragenina em camundongos aumentou a quantidade
total de leucécitos caracterizado pelo aumento de neutréfilos e células mononucleares, e
também a quantidade de extravasamento plasmatico (protéico) na cavidade pleural 6 h apés a
injecdo quando comparados aos animais injetados com veiculo.

A administracdo oral do extrato EtOH (0,3 - 100 mg/kg) reduziu o aumento dos
leucocitos totais, neutrofilos e células mononucleares nas doses de 3, 30 e 100 mg/kg (Figura
28). A fracdo BuOH também mostrou atividade nas doses de 0,1; 1,0; 10 e 20 mg/kg, sendo,
portanto mais potente que o extrato bruto (Figura 29). Estes resultados demonstram que o
tratamento por via oral com o extrato EtOH e a fragdo BuOH obtidas de G. polymorpha
reduziram de maneira significativa o0 edema, migragao leucocitaria e também a inflamagéao
pleural causada pela carragenina.

O tratamento por via oral com a fracado CH,Cl, na dose de 50 mg/kg nao foi efetivo em
inibir a inflamagéo pleural induzida pela carragenina em camundongos. Como o GPC1A e
GPC3 foram isolados da fragdo CH,Cl,, estes nao foram testados pois a CH.Cl, ndo causou
inibicdo significativa (dados n&o mostrados).
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Figura 28 — Efeito do extrato EtOH sobre o aumento dos leucdcitos totais (A), extravasamento
proteico (B), neutréfilos (C) e células mononucleares (D), induzidos pela carragenina na
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cavidade pleural de camundongos. Os animais receberam o extrato EtOH (0,3; 3,0; 30,0 ou 100,0
mg/kg) ou veiculo (V) e apds 1 h receberam a inje¢ado intrapleural de carragenina (100 uL de uma
solucdo 1 % / cavidade). Os animais controles receberam somente o veiculo via oral. Animais foram
sacrificados 6 h apds a injegcdo de carragenina. Cada barra representa média = S.E.M. dos 8 animais.
*denota diferenca significativa em relagdo aos animais tratados com o véiculo (P < 0,01). Asteriscos
denotam as diferengas significativas: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, comparado com o V (grupo

tratado com carragenina).
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Figura 29 - Efeito da fracdo BuOH sobre 0 aumento dos leucdcitos totais (A), extravasamento
proteico (B), neutrofilos (C) e células mononucleares (D), induzidos pela carragenina na
cavidade pleural de camundongos. Os animais receberam a fragdo BuOH (0,1; 1,0; 10,0 ou 20,0
mg/kg) ou veiculo (V) e ap6s 1 h receberam a injegdo intrapleural de carragenina (100 uL de uma
solugdo 1 % / cavidade). Os animais controles receberam somente o veiculo via oral. Animais foram
sacrificados as 6 h apds a inje¢ao de carragenina. Cada barra representa média + S.E.M. dos 8 animais.
*denota diferenca significativa em relagcdo aos animais tratados com o veiculo (P < 0,01). Asteriscos
denotam as diferengas significativas: *P < 0,05, **P < 0,01, P < 0,001, comparado com o V (grupo

tratado com carragenina).



79

4.3 - Atividade vasorrelaxante

4.3.1 - Materiais e métodos

Os testes foram realizados no Departamento de Farmacologia da UFPR pelas alunas de
mestrado Rita de Cassia Vilhena F. da Silva e Priscila de Souza, sob a responsabilidade do
Prof. Dr. Aleksander Zamprénio e Profa. Dra. Candida A. Leite Kassuya.

O extrato etandlico das cascas do tronco, fragbes obtidas por particdo de solventes e
por cromatografia e os compostos GPC1A e GPC3 foram testados em anéis de aorta isolada
de rato, posicionadas em cubas contendo 3 mL de solucdo de Krebs, a 37 °C, aerada, tensao
de 1 g e conectadas a um transdutor de forga acoplados a um sistema computadorizado. A
presenga ou auséncia de endotélio foi confirmada através da administragéo de acetilcolina (1
MM) nos anéis de aorta contraidos previamente pela fenilefrina (1 uM). Uma segunda resposta
a fenilefrina foi obtida e na fase tdnica da contragdo resultante foram adicionadas
concentragdes cumulativas do extrato, fragbes ou compostos (3-3000 pg/mL) de acordo com o
protocolo previamente descrito por SILVA-SANTOS (2002).

4.3.2 - Resultados e discussao

O extrato etandlico bruto (EtOH) promoveu um relaxamento de 54 + 16 % nos anéis de
aorta isolada de ratos. As fragcdes obtidas por particdo de solventes mostraram diferentes graus
de atividade (CH.Cl, - 43,3 £ 7 %; AcOEt — 30 + 12 %; BuOH — 29 £ 10 %) com a concentracao
de 1000 pg/mL. Como a fragcdo em CH.CI, foi a mais ativa, esta foi fracionada em uma coluna
rapida de silica, eluida com éter de petréleo, diclorometano, acetato de etila e metanol
(Esquema 1, p. 33). Deste modo foram obtidas 4 fracdes (I-IV) que foram avaliadas pelo
mesmo método. A maior atividade foi observada na fragao Il (CH,Cl,-CH,Cl,), que apresentou
um relaxamento maximo de 76,7t4 % (FIGURA 29). Os principais componentes desta fracao,
acetato de bauerenila (GPC1A) e 11aH-13-diidrozaluzanin C (GPC3) foram ensaiados, mas

mostraram-se inativos (dados nao mostrados).
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Figura 30 - Efeito vasorrelaxante do extrato bruto etandlico (EtOH), fracdo CH.Cl, e fracédo
CHCI,-CH.ClI, (Il) obtidas de G. polymorpha em anéis de aorta isolada de rato sem endotélio,
pré contraidos com Fenilefrina (1 uM). Resultados expressos como o relaxamento maximo (RM)
obtido com a dose de 1000 pg/mL, **P < 0,01; ***P < 0,001 (ANOVA seguido do teste t de Bonferroni).
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5. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das fracées em éter de petréleo e diclorometano, provenientes do
extrato etandlico bruto das cascas do tronco de Gochnatia polymorpha ssp. floccosa, resultou
no isolamento e identificacao de dois triterpenos, dois esterdides, uma lactona sesquiterpénica,
quatro lactonas diméricas e um éster ferulico. Destas, 3 substancias (baurenona, 11aH,13-
diidrozaluzanin C e ferulato de n-alquila) estdo sendo descritas pela primeira vez no género.
Esses resultados confirmam a diversidade quimica de G. polymorpha e mostram que
triterpenos e lactonas sesquiterpénicas sédo os compostos mais caracteristicos da espécie, uma
vez que foram encontrados em todos os estudos fitoquimicos realizados com os extratos
menos polares.

Nossos resultados se mostraram muito semelhantes aos estudos fitoquimicos
previamente realizados com Gochnatia polymorpha, subespécie nao identificada (FARIAS et
al.,1984; BOHLMANN et al., 1986), que também isolaram o acetato de bauerenila e as lactonas
diméricas. Sendo compostos raros, as lactonas diméricas podem ser consideradas marcadores
quimicos de algumas populagdes de G. polymorpha.

Os dois materiais coletados em épocas diferentes, o primeiro de margco/2004 e o
segundo de julho/2009, diferiram principalmente nas quantidades relativas dos constituintes,
mostrando a influéncia da época da coleta no acumulo de metabdlitos secundarios. Isso pode
ser relevante para explicar diferencas de atividade biolégica entre diferentes extratos da planta.

Foram utilizados dois métodos diferentes de extracdo, a maceragdo a temperatura
ambiente, com o primeiro material, e extragdo em Soxhlet, com o segundo material. Embora
ndo tenha havido diferenga qualitativa significativa, o segundo método se mostrou mais
seletivo, facilitando o isolamento dos compostos com maior grau de pureza.

G. polymorpha é uma das plantas mais utilizadas na medicina popular na regido Sul do
Brasil, embora relativamente poucos estudos cientificos validem as indicagbes deste uso.

A atividade antimicrobiana de extratos e fragdes revelou que o melhor resultado foi
observado na fracdo em CH.Cl,, que apresentou atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Bacillus subtillis e Escherichia coli. Estes resultados
estdo de acordo com um trabalho anterior (STEFANELLO et al., 2006°) que relatou que a
atividade antimicrobiana estava concentrada no extrato em CH,Cl,, das cascas do tronco de G.
polymorpha ssp. floccosa. No entanto, o extrato testado anteriormente foi mais potente. As
Unicas substancias puras obtidas desta fracao (acetato de baurenila e 11aH,13-diidrozaluzanin
C), que foram testadas se mostraram inativas. Isto pode ser explicado pelo fato de que, as
substancias ativas podem ser constituintes minoritarios no extrato. Por outro lado, muitas vezes
a atividade de um extrato € funcéo de um sinergismo entre os seus varios componentes e nao

das substancias isoladas.
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A atividade antiinflamatdéria foi avaliada como um teste preliminar no intuito de validar o
uso popular contra doencgas inflamatérias do pulmao.

Um dos estudos prévios com G. polymorpha mostrou que a fracao em acetato de etila
do extrato etandlico das folhas possuia uma fraca atividade antiinflamatéria (MOREIRA et al.,
2000). Nossos resultados mostraram que a maior atividade esta na fragdo butandlica, seguida
pela fragdo em CH.Cl,, sendo a fragdo em AcOEt inativa. Além disso, essas fragoes obtidas
das cascas do tronco foram mais potentes do que as fragdes obtidas das folhas no estudo
anterior (MOREIRA et al., 2000). Portanto, as cascas do tronco s&o mais promissoras do que
as folhas para o isolamento de substancias com atividade antiinflamatoria.

Das duas substancias testadas, apenas a lactona 11aH,13-diidrozaluzanin C (GPC3)
mostrou atividade antiinflamatéria. As lactonas sesquiterpénicas estao entre os principios ativos
de muitos farmacos usados tradicionalmente como antiinflamatérios. Outras lactonas
sesquiterpénicas também apresentaram essa atividade como partenolido, helenalina; 11a,13-
diidrohelenalina, entre outras (JULIANA et al., 2010; LYB et al., 1998).

Nossos resultados contribuem para validar o uso desta planta para o tratamento de
afeccdes respiratérias, uma vez que foi demonstrada a eficacia desta sobre o modelo de
inflamacao induzida na pleura.

Os resultados de ensaios de atividade vasorrelaxante mostraram que dentre as fragdes
do extrato EtOH ativo, a atividade estava concentrada na fragdo em CH.Cl,. No entanto, os
compostos puros testados, provenientes desta fracdo ativa, foram inativos. Mais uma vez,
podemos entender que estes compostos podem ter deixado de apresentar sua atividade
quando isolados; ou que 0os compostos ativos sdo minoritarios no extrato.

Este estudo demonstra o grande potencial farmacoldégico de G. polymorpha ssp.
floccosa na busca por novos compostos biologicamente ativos.
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