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CHEMICAL COMPOSITION AND ANTI-LEISHMANIA ACTIVITY FROM Tocoyena hispidula. Phytochemical investigation
of the CHCI, fraction from EtOH extract of Tocoyena hispidula (Rubiaceae) stem resulted in the isolation and identification of

D-(+)-mannitol, lupenone, 3-O-acetyloleanolic acid, lapachol, dimethyl chelidonate, morindolide and four mixtures (M1-M4): M1

(palmitate, margarate, linoleate, oleate e stearate of the multiflorenyl, lupeyl, sitosteryl and stigmasteryl), M2 (lupeol, taraxerol,
germanicol, B-amyrin and E-fitol), M3 (campesterol, campestanol, stigmasterol, A?-stigmastenol, sitosterol and sitostanol) and
M4 (7-ketositosterol and 7-ketostigmasterol). Structural identification of the compounds was performed by analysis 'H and "“C
NMR spectra and by GC-MS. Extract, fractions, dimethyl chelidonate and morindolide inhibited the growth of Leishmania major
promastigotes, being the CHCI; (IC, = 26.25 ug mL™") and EtOAc (ICs, = 29.77 ug mL") fractions the more active.
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INTRODUCAO

Rubiaceae € considerada, entre as Angiospermas, a quarta maior
familia com 650 géneros e 13.000 espécies.! E caracterizada como
uma das mais importantes da flora brasileira, com 126 géneros
e 1.412 espécies.>® E constituida pelas subfamilias Rubioideae,
Ixoroideae e Cinchonoideae, as quais possuem como marcadores
quimiotaxondmicos antraquinonas, iridoides e alcaloides ind6licos,
respectivamente. Plantas da familia Rubiaceae sdo também conhe-
cidas por acumularem triterpenoides, saponinas, diterpenoides,
esteroides, cumarinas, flavonoides, lignanas, derivados fendlicos e
taninos, sendo os triterpenoides amplamente distribuidos em todas
as subfamilias.*

Diversas atividades bioldgicas t€m sido relatadas em plantas da
familia Rubiaceae tais como, anti-inflamatéria, analgésica, antiviral,
antibacteriana, antioxidante, antifiingica, antimicrobiana, antican-
cer, anti-helmintica, antidiabética, antimaldrica, hepatoprotetora e
antileishmania.>¢

O género Tocoyena (Rubiaceae) € tipico do Cerrado, ocorre
na regido neotropical, sendo constituido por 30 espécies de hdbito
arbustivo ou arvores de pequeno porte. No Brasil hd registro de 12
espécies, sendo cinco endémicas, distribuidas em todas as regides
brasileiras.” Esse género pertence a subfamilia Ixoroideae, tribo
Gardenieae-Gardenineae.'® Somente quatro espécies de Tocoyena
possuem estudo quimico (7. formosa, T. bullata, T. brasiliensis e
T. sellowiana, sinonimia 7. selloana), para as quais sio relatadas a
presencga de iridoides, flavonoides, esteroides, cumarinas, derivados
fendlicos, triterpenoides e saponinas triterpénicas.®!° Algumas ativi-
dades bioldgicas tém sido relatadas, como anti-inflamatdria, antino-
ciceptiva, antifingica, estimulante em utero de ratas, antioxidante e
gastroprotetora para 7. formosa e capacidade de diminui¢ao da perda
Gssea em ratos com periodontite para 7. sellowiana.”"!

Tocoyena hispidula Standl € conhecida popularmente por flo-
r-do-cerrado/angelca e jenipapinho, sendo encontrada nas regides
Norte (Pard) e Nordeste (Maranhao e Piaui) do Brasil na forma de
arbustos ou subarbustos. Tradicionalmente suas raizes sdo utilizadas
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no combate a dor de barriga e inflamac@o do ttero,'? entretanto, nao
ha registros de estudo quimico e bioldgico sobre esta espécie.

O presente trabalho relata o isolamento e identificacéo estrutu-
ral de constituintes quimicos da fragdo CHCI, do extrato etandlico
do caule de T. hispidula, bem como a avaliacido do seu potencial
antileishmania.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometros Varian
INOVA-modelo 400 (LAUREMN/UFPI), operando a 400 MHz ('H)
e 100 MHz (**C) e Bruker Ascend-modelo 600 operando a 600 MHz
('H) e 150 MHz (**C). Foram utilizados CDCl; ou DMSO-d, como
solventes e TMS como referéncia interna. O espectro de absorc¢do
na regido do infravermelho (IV) foi registrado em espectrometro
PerkinElmer, modelo Spectrum 100FT-IR, com faixa de nimero de
onda de 4000 a 400 cm™. O ponto de fusdo foi obtido em equipamen-
to da Microquimica Ind. e Com. Ltda, modelo MQAPF-301, com
taxa de aquecimento de 1 °C min™. A rotagdo especifica foi obtida
em polarimetro Automaético Digital da Jasco-Modelo P2000 (Fonte:
Hg, A=546 nm).

A andlise dos esteroides e dos ésteres metilicos por CG-EM
foi realizada em cromatégrafo GCMS-QP2010 (Shimadzu), equi-
pado com coluna Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,250 um), fase
estaciondria difenildimetilpolissiloxano (5% de difenil e 95% de
dimetilpolissiloxano), usando modo split (100:1) e espectrometro de
massas operando com ionizagdo por elétrons (EI 70 eV) com faixa
de massas m/z 45 a 700 Da, utilizando hélio como gds de arraste,
com fluxo de 1 mL min'. As condi¢des de operagdo da andlise
cromatografica dos esteroides foram: temperatura inicial do forno
de 100 °C por 2 minutos, com taxa de aquecimento de 10 °C min’!
até 300 °C permanecendo por 10 minutos. A temperatura do injetor
foi de 280 °C, da interface 290 °C e da fonte 270 °C. Para os ésteres
metilicos foi utilizada a seguinte programagao: temperatura inicial do
forno de 70 °C por 2 minutos, com taxa de aquecimento de 6 °C min’!
até 310 °C, permanecendo por 10 minutos. A temperatura do injetor
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foi de 300 °C, da interface 310 °C e da fonte 260 °C. Os compostos
foram identificados por comparagao dos espectros de massas obtidos
com os da biblioteca Wiley229.

As placas cromatogréficas foram preparadas utilizando uma
suspensdo de gel de silica 60 da Macherey-Nagel em dgua destilada
e as revelagdes das cromatoplacas foram feitas por nebulizagdo com
solucdo de Ce(SO,),. Os solventes e reagentes utilizados na prepa-
racdo dos extratos e fracionamentos foram todos de pureza analitica
(P.A.) obtidos da Synth. Nas separag¢des por cromatografia em coluna
foram empregados, gel de silica 0,060-0,200 mm da Macherey-Nagel
e Sephadex LH-20 da Aldrich.

Material vegetal

O caule de Tocoyena hispidula Standl foi coletado na fazenda
Lourdes (S 04° 51” 32,4” W 42° 03’ 42,97, altitude: 154 m), no
municipio de Jatoba do Piaui-PI, em 31 de maio de 2015. O material
vegetal foi identificado pela botanica Dra. Ruth Raquel Soares de
Farias e, uma exsicata encontra-se depositada no Herbdrio Graziela
Barroso da UFPI com o ntimero TEPB 30.572.

Isolamento dos constituintes quimicos

O caule seco e moido (1,4 kg) foi submetido a maceragdo
exaustiva com etanol (95%). O material obtido foi concentrado
em evaporador rotativo e liofilizado, fornecendo 48 g (3,5%) de
extrato EtOH. Uma aliquota de 41 g do extrato foi solubilizada em
MeOH, ocorrendo a formagao de um precipitado, identificado como
o composto 1 (4,5 g; 9,4%). A parte solivel em MeOH do extrato
(36,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna filtrante de gel de
silica, utilizando hexano, CHCl,;, AcOEt e MeOH como eluentes.
A fragdo CHCI, (2,8 g) foi aplicada em coluna cromatografica de
gel de silica, eluida com hexano/AcOEt em ordem crescente de
polaridade. Foram coletadas 82 fracdes e reunidas em 16 grupos
ap6s andlise por CCDC. O grupo CC9 (340,7 mg) foi submetido a
cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 utilizando hexano/
CH,CI, (1:4) e cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com
hexano/AcOEt 98:2, fornecendo a subfracdo CC9-7-2 (161,2 mg)
e o composto 2 (14,3 mg).

Uma aliquota de 50 mg da subfragao CC9-7-2 (M) foi submetida
a reagdo de hidrélise alcalina,' fornecendo, apds extracdo com éter
etilico, as fases etérea (FE; 25,2 mg) e aquosa (FA). A fase etérea
(FE) foi aplicada em coluna cromatografica de gel de silica utilizando
hexano/AcOEt 95:5, resultando nas fragdes FE-21 (2,7 mg) e FE-35
(10,4 mg), identificadas como as misturas de 3+4 e 5+6, respectiva-
mente. A fase aquosa (FA) foi acidificada com H,SO, a 30% (pH=4),
extraida com éter etilico e metilada com diazometano,'® resultando
em 10 mg da mistura dos ésteres metilicos dos dcidos palmitico (a:
16:0, 33,72%), margérico (b: 17:0, 2,50%), linoleico (c: 18:2, A*'2,
22,11%), oleico (d: 18:1, A%, 29,90%) e estedrico (e: 18:0, 8,52%),
identificados apds andlise por CG-EM (Figuras 12S-17S).

Os grupos CC13 (143,9 mg), CC15 (167,5 mg) e CC24 (321,0
mg) foram aplicados em colunas cromatograficas de Sephadex
LH-20, utilizando hexano/CH,CI, (1:4). Os grupos CC13 e CC15
forneceram o composto 18 (44 mg) e a mistura M2 (4+7+8+9+11;
17,7 mg), respectivamente, enquanto CC24 resultou na mistura M3
(54+6+12+13+14+15; 115,0 mg) e no composto 10 (25,9 mg). O grupo
CC50 (98,0 mg) também foi submetido a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20, utilizando hexano/CH,Cl, (1:4), seguido de filtracao
em gel de silica com CHCl,, conduzindo a mistura M4 (16+17; 5.4
mg) e ao composto 19 (5,7 mg). O grupo CC72 (100,7 mg), depois de
submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, utilizando
hexano/CH,Cl, (1:4) forneceu o composto 20 (46 mg).
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Chelidonato de metila (19). Sélido amorfo laranja. PF: >200 °C
(decomposi¢io). RMN de 'H e *C (400 e 100 MHz, respectivamente,
em CDCl,): ver Tabela 1.

Avaliacio da atividade antileishmania

As formas promastigotas de Leishmania major em fase logaritimi-
ca de crescimento foram semeadas em placas de cultivo celular com
96 pocos (1 x 10° leishmania por pogo), contendo meio Schneider’s
suplementado. O extrato EtOH, fracdes CHCl;, AcOEt e MeOH e
os compostos 19 e 20 foram adicionados aos pocos em diluicoes
seriadas de 800 a 6,25 pg mL"". As placas foram incubadas em estufa
de demanda biolégica (BOD) a temperatura de 26 °C e, apds 48 h, os
parasitas foram corados com resazurina (1 mmol L) e feita a leitura
em espectofotdmetro para obtengdo da densidade 6tica a 550 nm. O
controle positivo consistiu de 2 pg mL! de anfotericina B diluida em
meio Schneider’s a 0,2% de DMSO e considerado como 100% de
viabilidade das leishmanias.'*

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato EtOH do caule de T. hispidula apés suspensdo em
MeOH formou um precipitado identificado como D-(+)-manitol
(1)."5 O fracionamento cromatografico do sobrenadante do extrato
EtOH forneceu as fragdes hexanica (50 mg; 0,15%), CHCl, (2,8 g;
7,70%), AcOEt (3,6 g; 9,90%) e MeOH (26,6 g; 72,90%). A fracdo
CHCl,, depois de submetida a procedimentos cromatograficos clds-
sicos, resultou no isolamento e identificagdo da lupenona (2),'® dcido
acetiloleandlico (10),'” lapachol (18),'* chelidonato de metila (19),
morindolideo (20)" e quatro misturas (M1-M4) de isoprenoides.
A mistura M1 € constituida por triterpenoides e esteroides esteri-
ficados com 4cidos graxos, entre os quais, o palmitato, margarato,
linoleato, oleato e estearato de multiflorenila (3a-3e), lupeila (4a-
4e), sitosterila (5a-5e) e estigmasterila (6a-6e).2*' A mistura M2 é
composta pelos triterpernoides pentaciclicos lupeol (4), taraxerol
(7), germanicol (8), B-amirina (9)* e o diterpenoide E-fitol (11).?
A mistura M3 (Figura 20S) € formada pelos esteroides 33-OH si-
tosterol (5, 47,31%), estigmasterol (6, 25,15%), campesterol (12,
17,96%), campestanol (13, 1,17%), A**-stigmastenol (14, 2,44%),
e sitostanol (15, 3,76%)*' e a mistura M4 contém 7-cetositosterol
(16) e 7-cetoestigmasterol (17).% As estruturas dos compostos 1-11
e 16-20 foram identificadas pela andlise dos espectros de RMN
de 'H e *C e comparagdo com dados da literatura. Os esteroides
12-15 e os ésteres metilicos dos dcidos graxos (a-e) foram identi-
ficados por comparagdo dos espectros de massas obtidos com os
da biblioteca Wiley229. As estruturas dos compostos identificados
sdo mostradas na Figura 1.

Nao foram encontrados na literatura os dados de RMN para o
composto 19. Seu espectro de RMN de 'H (Figura 33S) apresentou
somente dois simpletos em & 5,85 (H3/3”) e 3,82 (H-5/5") com
integracdo para um e trés hidrogénios, respectivamente, sendo este
dltimo caracteristico de grupo metoxila. O espectro de RMN de *C
(Figura 34S) mostrou cinco sinais, sugerindo uma estrutura simétri-
ca. Dois sinais em & 187,0 (C-4) e 176,8 (C-1/1") sdo de carbonilas,
um em & 157,5 (C-2/2’) é de carbono sp* ndo hidrogenado ligado a
oxigénio, um em & 107,6 (C-3/3’) de carbono metinico sp?> e um em
8 56,2 (C-5/5") referente a metoxila. A andlise do mapa de contor-
nos gHMBC (Tabela 1 e Figura 36S) mostrou correlacdes de H-3/3’
(65,85) com C-4 (4 187,0), C-2/2° (8 157,5) e C-1/1" (6 176,8) e de
H-5/5"(83,82) com C-1/1" (8 176,8) e C-2/2’ (8 157,5). A anélise dos
dados de RMN permitiram identificar o chelidonato de metila (19).
Este composto € o éster metilico do dcido chelidonico, uma y-pirona
jd relatada na familia Rubiaceae.*** O composto 19 possui atividade
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2 R4=R,=0
4 R1=OH R2=H
4a-4e R4= a-e Ry=H

3 R1=OH
3a-3e Ri=a-e

Quim. Nova

a= OCOC15H31
b= OCOC1 6H33
c= OCOC1 7H31
d= OCOC1 7H33
5 Ry=OH, Rp=CoHs, X° e= OCOC;7Has
5a-5e R= a-e, R2=CQH5, A5

6 R1=OH, Rp=C,Hs, A>??

6a-6e R{= a-e, R,=C,Hs, A>%?

12 R{=0OH, R,=CH3, A°

13 R1=OH, R2=CH3

14 R4=0OH, R,=C,Hs, A%

15 R1=OH, R2=CQH5

9 R= H, R1= CH3 1

10 R= COCHj3;, R1= COOH

Figura 1. Constituintes quimicos do caule de T. hispidula

Tabela 1. Dados de RMN de 'H e "*C do chelidonato de metila (19) (CDCl,,
400 e 100 MHz,  em ppm)

c 3 8 gHMBC

v 176.8 - H-3 (%)), H-5 CJ)
2/2° 157.5 - H-3 (), H-5 ()
313 107.6 585 -

4 187,0 - H-3 (4])
5/5° 56,6 3.82s -

anti-alérgica e foi relatado pela primeira vez de fonte natural em
Senna spectabilis (Leguminosae).?

Com excecdo do D-(+)-manitol (1), B-amirina (9), sitosterol (5)
e estigmasterol (6), todos os demais compostos estdo sendo relata-
dos pela primeira fez no género Tocoyena. O palmitato e estearato
de multiflorenila (3a e 3e), margarato, linoleato, oleato e estearato
de lupeila (4b-4e), margarato, oleato e estearato de sitosterila (5b,
5d e Se), oleato e estearato de estigmasterila (6d-6e) e chelidonato
de metila (19) estdo sendo relatados pela primeira vez na familia
Rubiaceae. O composto 20 € um 11-noriridoide, resultante da perda
de C-11. Os derivados de 11-noriridoide-1,3-olideo sdao raramente
encontrados de fontes naturais, entretanto, foi relatado em Morinda
officinalis (Rubiaceae).?

Atividade antileishmania

A leishmaniose € uma doenca tropical negligenciada, causada
por protozdarios do género Leishmania, os quais se apresentam
nas formas promastigota (extracelular) e amastigota (intracelular).
Clinicamente, a leishmaniose apresenta-se nas formas cutanea e
mucocutanea resultando em lesdes superficiais e, na forma visceral
ataca os orgdos internos podendo levar a ¢bito.”

A auséncia de vacinas e a toxicidade dos medicamentos atual-
mente usados para tratar a leishmaniose impulsiona a busca por novas
substincias ativas provenientes de plantas.”’” Dessa forma, conside-
rando a ocorréncia de atividade antileishmania em plantas da familia
Rubiaceae,’ o extrato, fragdes e os compostos 19 e 20 de 7. hipidula
foram investigados frente a formas prosmatigostas de Leishmania
major. A Tabela 2 mostra que o extrato EtOH, as fragdes CHCl,,
AcOEte MeOH e os compostos 19 e 20 inibiram o crescimento de L.
major. As fracdes CHCl, (CI;,=26,25 pg mL") e AcOEt (CI;,=29,77
pg mL") mostraram-se mais ativas que a fragio MeOH (Cl;,=247,34
pug mL") e o extrato EtOH (CI;=105,19 ug mL"), evidenciando que
o fracionamento em coluna cromatografica filtrante concentrou a
atividade antileishmania nas fracdes CHCI, e AcOEt e que a espécie
possui compostos ativos com polaridades diferentes.

A atividade antileishmania da fracio CHCl, pode ser atribuida
em parte ao chelidonato de metila (19) mas, sobretudo, a outros com-
postos isolados desta fragdo que ja possuem atividade antileishmania
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descrita na literatura, como o lapachol (CI,=5,2+0,7 pg mL"),?® dcido
acetiloleandlico (CIL,=5,0+0,1 uM),” lupeol (Cl;;=39,06 uyg mL")* e
mistura de sitosterol e estigmasterol (Cl;;=70+0 ug mL"),*' os quais
foram testados frente a L. amazonensis.

Tabela 2. Atividade antileishmania de 7. hispidula frente a L. major

Amostras Cl,, em pg mL!
Extrato EtOH 105,19
Fracdao CHCl, 26,25
Fragcdao AcOEt 29,77
Fragao MeOH 247,34
Chelidonato de metila (19) 163,39
Morindolideo (20) 424,20
Anfotericina B (controle positivo) 1,74
CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da fragdo CHCI, do extrato EtOH do caule
de T. hispidula conduziu ao isolamento de seis compostos puros e
quatro misturas, com predominancia de triterpenoides e esteroides.
Nos ensaios de atividade antileishmania frente a promastigotas de
L. major as fragdes CHCl; e AcOEt mostraram-se mais ativas que o
extrato EtOH, fracdo MeOH, chelidonato de metila (19) e morindo-
lideo (20). Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento
da composi¢ao quimica do extrato EtOH do caule de T hispidula e
demonstra o potencial antileishmania da espécie.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Espectros de RMN de 'H e *C, infravermelho (IV), cromatogra-
mas e espectros de massas dos compostos estdo disponiveis em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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