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RESUMO 

 

A incidência de infecções fúngicas tem apresentado crescimento substancial 

nas últimas décadas devido, principalmente, ao aumento da população 

imunocomprometida. Espécies de Cryptococcus spp. são responsáveis por 

importantes infecções sistêmicas e apresentam estimativa global de milhões de novos 

casos por ano. As atuais opções terapêuticas para o tratamento da criptococose são 

limitadas, os tratamentos demorados e com elevada toxicidade, o que torna a procura 

por novos agentes terapêuticos necessária. Em estudos anteriores deste grupo de 

pesquisa foi observada promissora atividade antifúngica para as frações polares das 

folhas de Xylosma prockia, frente a linhagens de Cryptococcus spp. Assim, este 

trabalho teve como objetivo caracterizar as substâncias presentes na fração acetato 

de etila, afim de identificar as responsáveis pela atividade antifúngica observada. A 

partir dessa fração foram caracterizadas 15 substâncias: derivados cafeoil-quínicos 

(grupo I), derivados cumaroil-glicosídeos (grupo II) e derivados cafeoil-glicosídeos 

(grupo III). Quatro derivados cumaroil-glicosídeos foram isolados e caracterizados 

através de métodos espectroscópicos, sendo três deles inéditos na literatura e um 

inédito para o gênero Xylosma. O trabalho demostra o potencial antifúngico da FAE e 

de suas subfrações, contribuindo na busca por novas alternativas para o tratamento 

de infecções fúngicas. 

 

Palavras-chaves: Xylosma prockia, Cryptococcus spp., atividade antifúngica  



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

The incidence of fungal infections has shown substantial growth in the last 

decades due to the increase in the immunocompromised population. The species 

Cryptococcus spp. are responsible for significant systemic infections and have a global 

estimate of millions of new cases per year. Current therapeutic options are limited and 

treatments take time and may present a restricted spectrum of action and high toxicity 

to the patient, which makes the searches for new therapeutic agents an important step 

in improving the treatments. Previous studies of this research group have shown 

promising antifungal activity for the polar fractions of the leaves of Xylosma prockia, 

against Cryptococcus spp. strains. Thus, the present study aimed to characterize the 

substances present in the ethyl acetate fraction, to identify those responsible for the 

observed antifungal activity. From this fraction 15 substances were identified: caffeoyl 

glycoside derivatives (group I), coumaroyl glycoside derivatives (group II) and caffeoyl 

glycoside derivatives (group III). Four coumaroyl-glycosides were isolated and 

characterized by spectroscopic methods, three of them was new compounds and one 

was new for Xylosma genus. The research demonstrates the antifungal potential of 

ethyl acetate fraction and its subfractions, contributing to the search for new 

alternatives for the treatment of fungal infections. 

 

 

Keywords: Xylosma prockia, Cryptococcus spp., antifungal activity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A incidência de infecções fúngicas tem apresentado crescimento substancial 

nas últimas décadas. Acredita-se que o aumento no número de infecções se deve, 

principalmente, ao aumento da população imunocomprometida, que inclui pacientes 

portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV), transplantados e com câncer, 

além do aumento da população idosa, de neonatos e de pacientes que necessitam de 

terapias invasivas (PARENTE-ROCHA et al., 2017; PFALLER et al., 2018). Sabe-se 

que com o aumento da incidência do HIV o problema se agrava, uma vez que as 

infecções fúngicas são responsáveis por aproximadamente 50% da mortalidade 

desses pacientes (ARMSTRONG-JAMES; MEINTJES; BROWN, 2014; 

RADHAKRISHNAN et al., 2018). 

Nesse cenário, um do fungo oportunista com importante relevância clínica é o 

Cryptococcus spp. Pacientes infectados podem evoluir a quadros clínicos graves, com 

rápida progressão em indivíduos saudáveis e imunocomprometidos e alto índice de 

mortalidade (FIRACATIVE et al., 2018; SKOLNIK; HUSTON; MODY, 2017). O gênero 

Cryptococcus possui duas espécies patogênicas principais: Cryptococcus neoformans 

- que pode ser encontrado em todo o globo terrestre e é o agente responsável por 

mais de 90% dos casos de criptococose; e Cryptococcus gattii - encontrado 

principalmente em regiões tropicais e subtropicais, possuindo uma maior virulência, 

uma vez que atinge principalmente indivíduos imunocompetentes (FIRACATIVE et al., 

2018; SKOLNIK; HUSTON; MODY, 2017). 

Apesar do aumento na incidência das infecções fúngicas sistêmicas, nas 

últimas décadas o desenvolvimento de antifúngicos eficazes e bem tolerados ficou 

aquém dos avanços da terapia antibacteriana. Atualmente as opções terapêuticas 

disponíveis para o tratamento de infecções fúngicas são limitadas e possuem longos 

períodos de tratamento (NETT; ANDES, 2016; PARENTE-ROCHA et al., 2017). A 

farmacoterapia de infecções fúngicas abrange as classes das sulfonamidas, polienos, 

azóis, equinocandinas e antimetabólitos. Estes fármacos possuem diversas 

limitações, podendo apresentar alta toxicidade, restrito espectro de ação, baixa 

tolerância dos pacientes, administração por via parenteral e/ou ineficácia devido ao 

desenvolvimento de resistência fúngica, o que dificulta o tratamento desta infecção e 

torna a procura por novos agentes terapêuticos um importante passo para melhoria 
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dos tratamentos (PARENTE-ROCHA et al., 2017; PIANALTO; ALSPAUGH, 2016; 

PRASAD; SETHUMADHAVAN; FATIMA, 2011; RADHAKRISHNAN et al., 2018). 

O desenvolvimento de agentes antifúngicos seguros e de amplo espectro de 

ação é complexo, uma vez que tanto o fungo como os seus hospedeiros são seres 

eucariotos, de maneira que as diferenças entre parasita e hospedeiro são muito 

pequenas (NETT; ANDES, 2016). Existem, no entanto, estratégias úteis para o 

desenvolvimento de novos agentes antifúngicos, sendo a identificação de substâncias 

bioativas presentes em produtos naturais (PNs) de grande importância. Fármacos das 

classes dos polienos e das equinocandinas, por exemplo, foram descobertos por meio 

de triagem de PNs (NETT; ANDES, 2016). 

Entre os PNs, as plantas possuem grande destaque, uma vez que produzem 

metabólitos secundários quimicamente diversos e potencialmente ativos (ATANASOV 

et al., 2015). Estes metabólitos muitas vezes servem como inspiração para o 

desenvolvimento de novos fármacos, seja através de semissíntese, síntese total, ou 

ainda por meio de estratégias da química medicinal, que usam seus grupos 

farmacofóricos como base para o desenvolvimento de novos fármacos (NEWMAN; 

CRAGG, 2020). 

Em recente trabalho realizado no Laboratório de Microbiologia da UFJF/GV, 

observou-se promissora atividade para o extrato etanólico e frações de Xylosma 

prockia (Salicaceae) frente a linhagens ATCC, clínicas e ambientais de Cryptococcus 

gatti e Cryptococcus neoformans (FOLLY et al., 2020). Entre as amostras testadas, a 

fração acetato de etila (FAE) apresentou potente atividade antifúngica, bom 

rendimento e perfil cromatográfico interessante, sendo selecionada para a 

continuidade das investigações acerca das propriedades antifúngicas da planta. Em 

função disso, o presente trabalho propôs a investigação fitoquímica da fração acetato 

de etila das folhas de X. prockia, com o objetivo de isolar e caracterizar possíveis 

metabólitos secundários responsáveis por sua atividade antifúngica. As subfrações 

obtidas, assim como os metabólitos isolados foram avaliados quanto à potencial 

atividade antifúngica in vitro frente a Cryptococcus spp. e Candida spp.   
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 PRODUTOS NATURAIS 

 

Desde os primórdios da humanidade, PNs vêm sendo amplamente utilizados 

nos tratamentos de doenças. Os relatos mais antigos datam de 2600 a.C., na 

Mesopotâmia, e incluem mais de 1000 plantas usadas como remédios naquela época 

(GURNANI et al., 2014). Relatos semelhantes são descritos para os mais diversos 

povos e gerações durante a história da humanidade, demonstrando a importância do 

uso de PNs na manutenção da saúde humana no decorrer dos séculos (CALIXTO, 

2019; GURNANI et al., 2014; THOMFORD et al., 2018). 

O termo “produtos naturais” se refere a qualquer substância de ocorrência 

natural proveniente de plantas, animais, micro-organismos, entre outros (CALIXTO, 

2019; GURNANI et al., 2014). Os PNs incluem os chamados metabólitos secundários 

ou metabólitos especiais que possuem uma ampla diversidade de massas 

moleculares e estruturas químicas multidimensionais complexas. Estima-se que 

existam pelo menos 300 mil metabólitos secundários com grande potencial de 

modificar as funções biológicas (KATZ; BALTZ, 2016; MUSHTAQ et al., 2018). 

Reivindicados como os pilares da descoberta de novos fármacos, os PNs 

desempenharam e continuarão a desempenhar papel fundamental como novas 

alternativas terapêuticas para o tratamento das mais diversas doenças (KOPARDE; 

DOIJAD; MAGDUM, 2019). Estima-se que o mercado farmacêutico global tenha um 

faturamento de 1,1 trilhão de dólares por ano, e que aproximadamente um terço do 

lucro seja devido a fármacos de origem natural ou que tenham sido desenvolvidos por 

síntese química planejada a partir de PNs (NEWMAN; CRAGG, 2020; PATRIDGE et al., 

2016; THOMFORD et al., 2018). 

Vários são os exemplos de fármacos disponíveis no mercado que foram 

descobertos ou desenvolvidos a partir de fontes naturais. Um importante exemplo é a 

anfotericina B (AMB) (1) (Figura 1), um polieno que possui excelente atividade 

antifúngica e antiparasitária, sendo o principal fármaco utilizado no tratamento da 

criptococose (KLEINBERG, 2006; LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005). A AMB foi 

isolada em 1955 a partir de culturas de Streptomyces nodosus obtidas na foz do rio 

Orinoco, na Venezuela. Apesar de já ter sua síntese total descrita, esta não é viável 
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devido à elevada complexidade da molécula, sendo até hoje extraída de culturas de 

S. nodosus (KLEINBERG, 2006; LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005).  

Outro exemplo é o das equinocandinas, classe de fármacos antifúngicos 

utilizada no tratamento de infecções superficiais e invasivas por fungos do gênero 

Candida de e Aspergilus, identificada pela primeira vez a partir de PNs em 1974 

(PIGATTO; UCHOA; COSTA, 2009; WAGNER et al., 2006). Por não apresentarem 

características farmacológicas ideais, derivados semissintéticos de equinocandinas 

naturais foram desenvolvidos e aprovados para uso clinico: caspofungina (2) 

preparada a partir de pneumocandina Bo, micafungina (3) preparada a partir de 

FR901379, e anidulafungina (4) preparada a partir de equinocandina B (Figura 1) 

(ALDHOLMI et al., 2019). 

Muitos são os desafios no desenvolvimento de fármacos a partir de PNs. Entre 

eles, a falta de procedimentos padronizados, a dificuldade de isolamento de 

substâncias puras, a solubilidade e a estabilidade das substâncias em um solvente 

compatível com a administração oral em humanos, a ausência de estudos de 

mecanismo de ação em modelos animais adequados e, o mais importante, o 

rendimento durante a obtenção dos metabólitos secundários. Porém, a pesquisa de 

PNs representa uma enorme fonte de substâncias bioativas e é claramente um 

importante caminho para a descoberta de novos fármacos (NEWMAN; CRAGG, 2020; 

THOMFORD et al., 2018). 
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Figura 1 - Estrutura química da anfotericina B e das equinocandinas 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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2.2 Xylosma prockia (Turcz.) Turcz. 

 

O gênero Xylosma (Salicaceae), encontra-se distribuído em áreas tropicais e 

subtropicais da América, Ásia e Austrália, sendo descrita a presença de 11 espécies 

no Brasil (PARVEEN, Ifat et al., 2011; PHILIPPSEN; MIGUEL; KALEGARI, 2013; 

RAU; BLUM, 2019). No que se refere à composição química, poucos são os trabalhos 

publicados sobre o gênero, tendo sido descrita para algumas espécies a presença de 

flavonoides, triterpenos e glicosídeos fenólicos (Figuras 2 e 3) (MENEZES-DE-

OLIVEIRA et al., 2011; PARVEEN, Ifat et al., 2011; PHILIPPSEN; MIGUEL; 

KALEGARI, 2013; RAU; BLUM, 2019; SULTANA; ALI; JAMEEL, 2018; SWAPANA et 

al., 2017; TRUONG et al., 2011; XU et al., 2008). Philippsen e colaboradores (2013) 

isolaram da fração hexano das cascas e raízes de X. ciliatifolium o sesquiterpeno 

ugandensidial (5). Menezes-de-Oliveira e colaboradores (2011) isolaram no extrato 

hexano das folhas de X. flexuosa o triterpeno 3β-lup-20(29)-en-3-ol (6). 

A partir do extrato metanólico das folhas de X. longifolium foram isolados β-

sitosterol (7), n-hentriacontano (8), além dos flavonoides kaempferol-3β-

xylopiranosideo-4'-α-rhamnosídeo (9), kaempferol (10), kaempferol-3-ramnosídeo 

(11), quercetina (12), quercetina-3-ramnosídeo (13) (PARVEEN; GHALIB, 2012; 

SULTANA; ALI; JAMEEL, 2018). De acordo com Parveen e colaboradores (2012, 

p.989, apud Parveen et al., 2009) também foram isoladas da X. longifolium as 

substâncias β-amirina (14), friedelina (15), ácido olean-12-en-3α-ol-28-oic 3α-D-

glucopiranosídeo (16). Já do extrato metanólico das cascas de X. longifolium foram 

isolados 8-hidroxi-6-metoxi-pentilisocumarina (17), álcool 2-(6-benzoil-β-d-

glucopiranosiloxi)-7-(l,2,6-trihidroxi-5-oxociclohex-3-enoil)-5-hidroxibenzil (18), 

friedelina (15), epifriedelanol (19), ácido atrárico (20) e orsenilato de metila (21) (Figura 

2) (TRUONG et al., 2011). 

Entre os glicosídeos descritos no gênero Xylosma, Gilbbons e colaboradores 

(1995) isolaram e caracterizaram xylosmina (22) do extrato metanólico das partes 

aéreas de X. flexuosa. A partir do extrato metanólico de X. longifolium foi isolado 

xylongosídeo A (23), xylongosídeo B (24), xylosmacina (25) e xylosmalosideo (26) 

(SWAPANA et al., 2017; TRUONG et al., 2011). Xu e colaboradores (2008) obtiveram 

7 novos glicosídeos fenólicos que foram denominados xylocosídeos A-G (27-33), a 

partir do caule de X. controversum (Figura 3).  
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Figura 2 - Estrutura química dos metabólitos secundários isolados de espécies do 

gênero Xylosma. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  
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Figura 3 – Estrutura química de glicosídeos isolados de espécies do gênero 

Xylosma. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
 

Com relação às atividades biológicas descritas para o gênero, destaca-se a 

atividade antimicrobiana observada em algumas espécies. Os extratos éter de 

petróleo, clorofórmio e metanol das folhas de X. longifolium apresentaram 

concentrações inibitórias mínimas (CIMs) inferiores a 10 μg/mL frente aos fungos 

dermatófilos (Microsporum boullardii MTCC 6059; M. canis MTCC 2820; M. canis 
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MTCC 3270; M. gypseum MTCC 2819; Trichophyton ajelloi MTCC 4878; T. rubrum 

MTCC 296; T. rubrum MTCC 3272) (DEVI; SINGH; SINGH, 2013).  

Em uma triagem de atividade antimicrobiana de plantas nativas do Brasil contra 

três bactérias patogênicas de peixes (Streptococcus agalactiae, Aeromonas 

hydrophila, e Flavobacterium columnare), utilizando o ensaio CIM, Castro e 

colaboradores (2008) descreveram que o extrato metanólico das folhas de Xylosma 

spp. inibiram o crescimento de Flavobacterium columnare em uma concentração de 

375 μg/mL.  

Xylosma prockia (Turcz.) Turcz. (Figura 4), popularmente conhecida como 

sucará e espinho-de-agulha, é uma planta nativa do Brasil, encontrada principalmente 

nas regiões nordeste, sudeste e sul do país (CORDEIRO; ALMEIDA; FELIX, 2014). É 

um arbusto que pode alcançar até 3 m de altura, com espinhos de até 8 cm de 

comprimento, com presença de folhas alternadas com bordas crenadas a serreadas 

e frutos amarelo-esverdeado quando jovem e vermelho-alaranjado quando maduro 

(CORDEIRO; ALMEIDA; FELIX, 2014).  

 

Figura 4 – Folhas, frutos e espinhos de X. prockia. 

 

Legenda: A) espinhos de X. prockia, fonte: DIAS DE OLIVEIRA et al., 2019; B) folhas de 
X. prockia; C) fruto de X. prockia, fonte: UFRGS, 2010.  

 

Existem poucos estudos sobre a espécie, sendo a maioria restrito à morfologia 

e taxonomia da planta. Em recente publicação do nosso grupo de pesquisa, Folly e 

colaboradores (2020) descrevem a atividade antifúngica, in vitro, do extrato etanólico 

e de frações das folhas de X. prockia frente a linhagens de Cryptococcus spp.. Nesse 

estudo, é descrita uma potente atividade para as frações diclorometano (FD), acetato 

de etila (FAE) e butanol (FB), como observado na Tabela 1. Foi observado ainda que 

a FAE apresenta majoritariamente em sua composição derivados do ácido cinâmico, 

com provável ineditismo de alguns componentes. Os resultados observados, 

associados a um bom rendimento e a um perfil cromatográfico interessante levaram à 

seleção da FAE para a realização do presente trabalho. 
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Tabela 1 – Concentração inibitória mínima (CIM) frente C. neoformans e C. gattii das 

frações das folhas de X. prockia. 

Linhagens 
CIM (mg/L) 

EE FH FD FAE FB RA 

C. gatti 
L28/02 (C) 8 2 <0,25 <0,25 2 8 

547/OTTI (A) 32 32 2 0,5 8 32 

C. 
neoformans 

96806 (C) 8 8 <0,25 <0,25 2 8 

ATCC 24067 8 8 <0,25 <0,25 1 8 

Legenda: A CIM representa a concentração da amostra capaz de inibir o crescimento in 
vitro do respectivo isolado. C: isolados clínicos; A: Isolados ambientais; ATCC: American Type 
Culture Collection, EE: Extrato etanólico; FH: Fração hexano; FD: Fração diclorometano; FAE: 
Fração acetato de etila; FB: Fração butanol; RA: Resíduo aquoso. Fonte: Tabela adaptada de 
Folly et al., 2020. 

 
2.3 DERIVADOS DO ÁCIDO CINÂMICO  

      

Fenilpropanoides compreendem uma ampla classe de metabólitos secundários 

que usualmente consistem em anel aromático de seis carbonos e cadeia lateral com 

três átomos de carbono (Figura 5) (DENG; LU, 2017; SIMÕES et al., 2017). Baseado 

na estrutura química, os fenilpropanoides podem ser divididos em cinco grupos, 

incluindo flavonoides, ligninas, ácidos fenólicos, estilbenos e cumarinas, sendo os três 

primeiros os mais frequentemente encontrados em PNs (ADISAKWATTANA, 2017; 

DENG; LU, 2017). 

Os ácidos fenólicos constituem um grupo de substâncias aromáticas ácidas 

caracterizadas pela presença de um anel aromático ligado a um ou mais grupos 

hidroxila e/ou metoxila com a presença de um grupo carboxílico na cadeia lateral 

(BARTNIK; FACEY, 2017; DENG; LU, 2017; VINHOLES; SILVA; SILVA, 2015). Os 

ácidos fenólicos, podem ser divididos em dois grupos: ácidos hidroxibenzoicos (AHB), 

contendo sete átomos de carbono (C6-C1) e ácidos hidroxicinâmicos (AHC), com 

nove átomos de carbono (C6-C3). (Figura 5) (ADISAKWATTANA, 2017; BARTNIK; 

FACEY, 2017; VINHOLES; SILVA; SILVA, 2015).  

Os derivados do ácido hidroxicinâmico compreendem um grande grupo de 

ácidos fenólicos simples, encontrados principalmente em cereais, frutas e vegetais 

(ALAM et al., 2016). A diversidade estrutural dos AHCs é dada pelo número e posição 

das hidroxilas fenólicas, além de serem comumente encontrados na natureza ligados 

por ligações éster, éter ou acetal a uma variedade de outros componentes naturais, 
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como celulose, proteínas, lignina, flavonoides, glicose, ácidos quínico, maleico e 

tartárico e terpenos (BARTNIK; FACEY, 2017; VINHOLES; SILVA; SILVA, 2015). Os 

principais AHCs naturais são os ácidos p-cumárico, cafeico, ferúlico e sinápico (Figura 

5) (DENG; LU, 2017; VINHOLES; SILVA; SILVA, 2015). 

 

Figura 5 – Estrutura geral dos fenilpropanoides e estruturas químicas dos principais 

ácidos hidroxicinâmicos e ácidos hidroxibenzoicos. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Ácidos fenólicos são substâncias presentes na dieta humana, estando 

presentes em frutas, legumes e grãos integrais, e, principalmente, no café há principal 

fonte de ácidos fenólicos consumida pelo homem (ADISAKWATTANA, 2017; DENG; 

LU, 2017; KUMAR; PARLE, 2019; NAVEED et al., 2018). Os ácidos fenólicos, 

principalmente os AHCs apresentam uma ampla variedade de atividades biológicas 

podendo ser citadas as atividades antioxidante (HELENO et al., 2015; NAVEED et al., 

2018; PEI et al., 2016), anti-inflamatória (ALAM et al., 2016; NAVEED et al., 2018; PEI 

et al., 2016), antitumoral (HELENO et al., 2015; PEI et al., 2016; PEPERIDOU et al., 

2017), antimutagênica, anti-úlcera, antiplaquetária (PEI et al., 2016), antimicrobiana 

(HELENO et al., 2015; LIMA et al., 2018; MA; MA, 2015; PEPERIDOU et al., 2017), 

múltiplas ações citoprotetoras (HELENO et al., 2015; LIMA et al., 2018; MA; MA, 2015; 
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PEPERIDOU et al., 2017), anti-hipertensiva (NAVEED et al., 2018; PEPERIDOU et 

al., 2017) e anti-hiperlipidêmica (ALAM et al., 2016; PEPERIDOU et al., 2017). 

A origem biossintética dos AHCs se dá pela via do chiquimato (Figura 6), tendo 

a fenilalanina e tirosina como aminoácidos precursores. Após vários processos 

enzimáticos, a via do chiquimato produz os ácidos cinâmico, p-cumárico, cafeico, 

ferúlico, sinápico e várias moléculas complexadas com lignina. Os AHCs também 

servem como moléculas precursoras na formação de outros metabólitos secundários, 

como os estilbenos, monolignóis, cumarinas, chalconas, flavonoides, lignanas e 

antocianinas (ADISAKWATTANA, 2017; ALAM et al., 2016; DENG; LU, 2017; 

HELENO et al., 2015; KUMAR; PARLE, 2019; PEI et al., 2016).  

 

Figura 6 – Visão esquemática da via do chiquimato na biossíntese de 

fenilpropanoides.  

Fonte: adaptado de Deng, 2017 
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2.4 CRIPTOCOCOSE 

 

Fungos do gênero Cryptococcus foram identificados pela primeira vez em 1894, 

quando o patologista Otto Busse e o médico Abraham Buschke observaram que o 

Cryptococcus spp. era a causa de um granuloma crônico no osso tibial de uma mulher 

de 31 anos (KWON-CHUNG et al., 2014; MAY et al., 2016).  A criptococose passou a 

ser reconhecida como um grande problema de saúde na década de 1980 com a 

pandemia de HIV, devido ao Cryptococcus spp. ser um fungo oportunista (KWON-

CHUNG et al., 2014; MAY et al., 2016). Atualmente a meningite criptocócica é 

responsável por cerca de 223.100 novos casos ao ano e 181100 mortes associada ao 

HIV (BONGOMIN et al., 2017; OMS, 2018). Na América Latina, estimativas apontam 

mais de 5 mil novos casos anuais de meningite criptocóccica e cerca de 2400 mortes, 

sendo Brasil e Colômbia os países com maior incidência (FIRACATIVE et al., 2018).  

O gênero Cryptococcus possui duas espécies patogênicas principais: C. 

neoformans distribuído globalmente, se manifesta principalmente em pacientes 

imunocomprometidos, na forma de meningoencefalite, e C. gattii normalmente restrito 

a regiões tropicais e subtropicais, afeta com mais frequência pacientes 

imunocompetentes, provocando infecções pulmonares em pacientes 

imunocompetentes (FIRACATIVE et al., 2018; SKOLNIK; HUSTON; MODY, 2017). A 

exposição a C. neoformans é comum em humanos, sendo que a maioria dos 

indivíduos produz anticorpos contra essa espécie já na idade escolar, sem 

manifestação clínica (GOLDMAN et al., 2001). 

No meio ambiente, Cryptococcus spp. pode ser encontrado em diferentes 

nichos. Tanto C. neoformans quanto C. gattii são facilmente encontrados nas cascas 

de várias espécies de árvores. Ao contrário do C. gattii, C. neoformans é 

particularmente abundante em excremento de aves, tendo pombos selvagens como 

principal fonte de disseminação em áreas urbanas densamente povoadas (KWON-

CHUNG et al., 2014; MAY et al., 2016). 

A contaminação por Cryptococcus se dá por meio da inalação de células 

fúngicas dessecadas ou esporos existentes no meio ambiente. No pulmão, 

Cryptococcus spp. pode causar pneumonia em pacientes imunocomprometidos, 

enquanto que em pacientes imunocompetentes as células fúngicas são eliminadas 

pelo sistema imune ou estabelecem uma infecção latente assintomática. Caso o 



 
 

26 
 

paciente apresente imunossupressão, a infecção assintomática pode ser disseminada 

para outros tecidos, especialmente para o sistema nervoso central (MAY et al., 2016). 

Ao atingir as vias aéreas distais, Cryptococcus spp. entra em contato com 

macrófagos alveolares, que ao serem ativados recrutam outras células imunológicas 

através de citocinas e quimiocinas e provocam uma resposta Th1 adequada e 

inflamação granulomatosa. Em um hospedeiro imunocompetente, uma resposta 

imune eficaz elimina a maioria dos Cryptococcus inalados (KWON-CHUNG et al., 

2014; MAY et al., 2016). Por outro lado, em um hospedeiro imunocomprometido, as 

células criptocócicas se proliferam, se disseminam hematologicamente, 

principalmente para o cérebro, ao atravessar a barreira hematoencefálica provocando 

meningoencefalite que se não tratada poderá ser fatal (KWON-CHUNG et al., 2014). 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o tratamento 

preconizado para criptococose, principalmente para pacientes HIV positivos, é a 

administração de AMB desoxicolato e flucitosina (5-FC) por 7 dias, seguido de 

fluconazol (FLU) por 7 a 14 dias (MORACE; BORGHI, 2010). Um grande problema 

dessa tratamento tem relação com sua toxicidade, principalmente devido à AMB, que 

apresenta potencial hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (LAWRENCE et al., 2018; TU 

et al., 2019). A AMB lipossomal é uma alternativa que apresenta menor toxicidade, 

porém tem custo substancialmente mais elevado (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017).  

Observa-se nas últimas décadas aumento nos casos de resistência a 

antifúngicos azólicos. Estudos sugerem que a resistência ao FLU é relativamente 

comum em recidivas de meningite criptocócica (BONGOMIN et al., 2018) e que cerca 

de 30% de isolados de Cryptococcus resistentes ao fármaco são encontrados em 

pacientes que nunca tiveram exposição prévia a este (CHEONG; MCCORMACK, 

2013).  

Em mais de duas décadas, nenhum novo fármaco antifúngico foi desenvolvido 

para o tratamento da meningite criptocócica, apesar do limitado arsenal de fármacos 

e a crescente resistência fúngica observada para esta infecção (MOLLOY et al., 2017), 

o que torna evidente a importância da busca e desenvolvimento de novos agentes 

seguros e eficazes para o tratamento dessa enfermidade.   
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3 OBJETIVO 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Isolar, caracterizar e avaliar a atividade biológica dos metabólitos secundários 

presentes na fração acetato de etila das folhas de X. prockia.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

● Obter e fracionar o extrato etanólico das folhas de X. prockia; 

● Caracterizar os constituintes presentes na fração acetato de etila do 

extrato etanólico das folhas de X. prockia, por meio de análises de espectrometria de 

massas (EM); 

● Fracionar a fração acetato de etila e isolar seus constituintes, por meio 

de métodos cromatográficos; 

● Caracterizar a subfração FB3 e as substâncias isoladas por meio de 

análises espectroscópicas de ressonância magnética nuclear (RMN) e espectrometria 

de massas (EM); 

● Avaliar a concentração inibitória mínima da fração acetato de etila e da 

subfração FB3 frente a linhagens clínicas, ambiental e ATCC de Cryptococcus spp.; 

● Avaliar a viabilidade celular de macrófagos RAW 264.7 e J774.A1 

tratados com a fração acetato de etila e subfração FB3 de X. prockia. 

 

  



 
 

28 
 

4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

O presente trabalho partiu das folhas de X. prockia para caracterização e 

identificação dos metabólitos secundários presentes na fração acetato de etila (FAE). 

O extrato etanólico foi obtido a partir das folhas de X. prockia e particionado para 

obtenção da FAE. O fracionamento de FAE deu origem à subfração FB3. Ambas (FAE 

e FB3) foram caracterizadas por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à 

espectrometria de massas (CLAE/EM). As substâncias presentes em FB3 foram 

isoladas por cromatografia preparativa utilizando cromatógrafo líquido de alta 

eficiência (CLAE) e caracterizadas por meio de experimentos de espectrometria de 

massas e espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN). A FAE e a 

subfração FB3 foram avaliadas quanto à atividade antifúngica e citotoxicidade frente 

a macrófagos (Fluxograma 1). 

 

Fluxograma 1 – Delineamento experimental do presente trabalho. 

 

Legenda: FAE: fração acetato de etila; CLAE/EM: cromatografia líquida de alta eficiência 
acoplada a massas; RMN: espectroscopia de ressonância magnética nuclear. Fonte: 
Elaborado pela autora. 
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4.2 TÉCNICAS GERAIS 

 

4.2.1 Instrumentação 

 

Os experimentos de RMN e CLAE/EM foram realizados na Universidade de 

Buenos Aires (UBA) - Argentina, sob orientação da Dra. Gabriella M. Cabrera.  

As análises de RMN de 1H e de 13C e bidimensionais (COSY, NOESY, HSQC 

e HMBC) foram realizadas em equipamentos Bruker Fourier (300 MHz e 500 MHz), 

tendo como referência interna o próprio solvente. O solvente utilizado foi metanol 

deuterado (MeOD). Os valores de deslocamento químico (δ) são expressos em ppm 

e as constantes de acoplamento (J) em Hz. A análise dos espectros foi realizada 

através do software MestRenova® versão 7.0.0-8331.  

Para a análise de cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à massas 

(CLAE/EM) foi utilizado equipamento RRLC Agilent 1200 com coluna Luna C18 (3 µm, 

2,0 x 100 mm; Phenomenex, Torrance, CA, EUA). A detecção foi realizada com 

detector de arranjo de diodos (DAD) de 270 a 320nm nm e detector de massas. As 

análises de massas foram realizadas em espectrômetro de massa Bruker MicrOTOF-

Q II (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA), equipado com fonte de eletropulverização 

no modo negativo e analisador quadrupolo-tempo de voo. O instrumento foi operado 

a uma tensão capilar de 4,5 kV com um deslocamento da placa final de 500 V, 

temperatura seca de 200 °C usando N2 como gás seco a 6,0 L/min e pressão do 

nebulizador de 3,0 bar. A calibração de massa multiponto foi realizada usando uma 

solução de formiato de sódio de m/z 50 a 1200 no modo negativo. A aquisição e o 

processamento dos dados foram realizados no software Bruker Compass Data 

Analysis versão 4.3, fornecido com o instrumento. 

 

4.2.2 Técnicas cromatográficas  

 

Para o fracionamento e o isolamento de componentes das folhas de X. prockia 

foram utilizados métodos cromatográficos como cromatografia em coluna à vácuo 

utilizando sílica gel G60 (Merck®) como suporte, cromatografia em coluna clássica 

(CCC) utilizaram sílica gel (70-230 mesh) (Merck®) como suporte e cromatografia 
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líquida de alta eficiência (CLAE) utilizando equipamento Thermo Separations P100 

com coluna preparativa YMC RP C18 (5 µm, 2,5 x 22,5 cm). 

As colunas a vácuo e clássica foram monitoradas por cromatografia em camada 

delgada (CCD), utilizando placas de alumínio com sílica gel 60 GF 254 (MACHEREY-

NAGEL®), visualização em luz ultravioleta (λ= 254 nm) e/ou revelação através de 

pulverização com vanilina fosfórica seguida de aquecimento. A CLAE foi monitorada 

com detector UV Micrometrics, modelo 787, e detector de índice de refração Shodex 

RI-71. 

 

4.2.3 Solventes 

 

Os solventes utilizados foram adquiridos das empresas Neon, Vetec e/ou Te-

dia. Quando necessário, solventes foram purificados seguindo métodos descritos por 

Armarego e Perrin (1987).  

 

4.3 FRACIONAMENTO E ISOLAMENTO   

 

4.3.1 Material vegetal 

 

Folhas de X. prockia foram coletadas no município de Governador Valadares – 

MG, identificadas pelo botânico Ronaldo Marquete (Jardim Botânico do Rio de 

Janeiro) e depositadas sob o número RB 773293 no Herbário RB (Jardim Botânico do 

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro - RJ). O presente trabalho foi registrado no Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 

Associado – SisGen, sob o número de registro A66F830. 

 

4.3.2 Preparação do extrato 

 

Após triagem para eliminação de materiais estranhos, o material vegetal foi 

seco em estufa de ar circulante sob temperatura inferior a 40 °C, moído em moinho 

de facas e submetido à maceração com etanol 96 ºGL. Após 4 dias, o extrato foi 

filtrado e o solvente removido sob pressão reduzida em temperatura inferior a 45 oC, 

sendo o processo extrativo repetido por mais três vezes.  
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4.3.3 Fracionamento do extrato etanólico  

 

O extrato etanólico (EE) foi ressuspendido em água e submetido à partição com 

solventes de polaridade crescente. Para tanto, foram empregados n-hexano (HEX), 

diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (BuOH) (Fluxograma 2). 

As frações obtidas foram concentradas em evaporador rotativo sob pressão reduzida 

e temperatura de 45 oC. A fração AcOEt foi denominada FAE e foi caracterizada por 

CLAE/EM. 

 

Fluxograma 2 - Esquema do fracionamento do extrato etanólico de X. prockia. 

 
Legenda:  FH: fração hexano; FD: fração diclorometano; FAE: fração acetato de etila; FB: 

fração butanólica; RA: resíduo aquoso. Fonte: Elaborado pela autora. 

 

4.3.4 Fracionamento de FAE e isolamento 

 

A FAE (16 g) foi submetida à cromatografia em coluna à vácuo empacotada 

com sílica gel G60 (Merck®), utilizando como fase móvel frações de 200 mL de AcOEt 

puro, seguido de AcOEt com proporções crescentes de MeOH, sendo finalizada com 

800 mL de MeOH puro. As frações foram coletadas a cada passagem de 200 mL da 

fase móvel, obtendo-se ao final do processo 10 frações, que foram agrupadas de 

acordo com sua semelhança cromatográfica, resultando em 4 frações finais (F1-F4) 

(Fluxograma 3). 

A fração F3, foi então submetida à CCC empacotada com a sílica gel (70-230 

mesh) como fase estacionária e a combinação de DCM:AcOEt (90:10 v/v) como fase 



 
 

32 
 

móvel. A coluna com F3 deu origem a 5 frações (FA1-FA5), reunidas de acordo com 

sua semelhança cromatográfica. A fração FA3 foi submetida a nova CCC, utilizando 

as mesmas condições cromatográficas anteriores, originando ao final 6 subfrações 

(FB1-FB6).  

A subfração FB3 foi submetida à CLAE com coluna preparativa para o 

isolamento dos constituintes. O isolamento foi realizado em cromatógrafo Thermo 

Separations P100 (Thermo Separation Products, San Jose, CA) equipado com coluna 

preparativa YMC RP C18 (5 µm, 2,5 x 22,5 cm). A fase móvel consistiu em 80% de 

água contendo 0,1% de ácido fórmico (A) e 20% de acetonitrila (B). O fluxo da fase 

móvel foi de 0,5 mL/min e a coluna foi mantida em temperatura ambiente (25 °C). A 

detecção foi realizada com um detector UV Micrometrics, modelo 787, de longitude de 

onda variável e um detector de índice de refração Shodex RI-71, conectados em série 

com injetor manual do tipo Rheodyne. O procedimento levou ao isolamento de 5 

substâncias que foram identificadas com letras (D, E, F, G e H) O processo de 

fracionamento pode ser observado na Fluxograma 3.  

A subfração FB3 foi caracterizada por CLAE/EM utilizado equipamento RRLC 

Agilent 1200 com coluna Luna C18 e fase móvel composta por 85% de água contendo 

0,1% de ácido fórmico (A) e 15% de acetonitrila (B). O fluxo da fase móvel foi de 0,3 

mL/min e a temperatura da coluna foi ajustada para 30 °C. As substâncias isoladas 

(D, E, F, G e H) foram caracterizadas por CLAE/EM e RMN. 

 

Substância D - E-cumaroil-6’-O-β-D-glicosideo-4-oxo-2-ciclopentenilmetila  

[α]25
D: +17.15 (c 0.6, MeOH) 

NMR 1H (500 MHz, MeOD): δ = 7,85 (dd, J 

= 5,69 e 2,51 Hz, H-2”), 7,63 (d, J = 15,94 

Hz, H-7), 7,46 (d, J = 8,54 Hz, H-2 e H-6), 

6,81 (d, J = 8,54 Hz, H-3 e H-5), 6,36 (d, J 

= 15,94 Hz, H-8), 6,15 (dd, J = 5,69 e 2.23 Hz, H-3”), 4,50 (dd, J = 11,80 e 2,25 Hz, H-

6a'), 4.35 (dd, J = 11,80 e 6,11 Hz, H-6b’), 4,31 (d, J = 7,86 Hz, H-1’), 3,91 (dd, J = 

9,79 e 6,38 Hz, H-6a"), 3,64 (dd, J = 9,79 e 6.38 Hz, H-6b”), 3,53 (m, H-4’), 3,39 (d, J 

= 8,89 Hz, H-2’), 3.35 (m, H-3’), 3,31 (m, H-1”), 3,21 (t, J = 16,79, 3,25 Hz, H-5’), 2,45 

(dd, J = 19,06 e 6,76 Hz, H-5a"), 2,19 (dd, J = 19,06 e 2,57 Hz, H-5b”) 
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NMR 13C (126 MHz, MeOD): δ = 212,4 (C-4”), 169,1 (C-9), 168,8 (C-2”), 161,4 (C-4), 

146,8 (C-7), 135,3 (C-3”), 131,2 (C-2, C-6), 127,1 (C-1), 116,9 (C-3, C-5), 114,9 (C-8), 

104,7 (C-1’), 77,9 (C-2), 75,5 (C-4’), 75,0 (C-5’), 72,7 (C-6”), 71,8 (C-3’), 64,5 (C-6’), 

43,7 (C-1”), 38,9 (C-5”). 

Tempo de retenção: ≈ 13,6; coluna: Luna C18, fase móvel: água ultrapura: 

acetonitrila (v/v 85:15) com 0,1% de ácido fórmico. 

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C21H24O9, 419,1348; obtido 419,3105 [M - 

H]-. 

 

Substância E - E-cumaroil-6’-O-β-D-glicosideo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila 

[α]25
D: -23,41 (c 0.6, MeOH) 

NMR 1H (500 MHz, MeOD): δ = 7,85 (dt, 

5,67 e 2,70 Hz, H-4”), 7,66 (d, J = 15,94 Hz, 

H-7), 7,47 (d, J = 8,83 Hz, H-2 e H-6), 6,82 

(d, J = 8,83 Hz, H-3 e H-5), 6,38 (d, J = 15,94 Hz, H-8), 6,13 (dt, J = 5,67 e 2,13 Hz, 

H-3”), 4,47 (dd, J = 11,85 e 2,24Hz, H-6a'), 4,32 (dd, J = 11,85 e 5,80 Hz, H-6b’), 4,29 

(d, J = 7,86 Hz, H-1’), 3,97 (dd, J = 9,91 e 6,83 Hz, H-6a"), 3,86 (dd, J = 7,97 e 6,83 

Hz, H-6b”), 3,49 (ddd, J = 9,40, 5,91 e 2,22 Hz, H-5'), 3,38 (m, H-4’), 3,36 (t, J = 15,28 

e 7,6Hz, H-3’), 3,18 (t, J = 16,85, 8,37Hz, H-2’), 2,88 (m, H-5a"), 2,80 (m, H-5b”), 2,65 

(m, H-1”). 

NMR 13C (126 MHz, MeOD) δ 212,4 (C-2”), 169,1 (C-9), 167,6 (C-4”), 161,3 (C-4), 

146,8 (C-7), 134,2 (C-3”), 131,2 (C-2, C-6), 127,1 (C-1), 116,8 (C-3, C-5), 115,0 (C-8), 

104,6 (C-1’), 77,9 (C-4’), 75,4 (C-5’), 74,9 (C-2’), 71,6 (C-3’), 70,3 (C-6”), 64,6 (C-6’), 

47,0 (C-1”), 34,6 (C-5”). 

Tempo de retenção: ≈ 16,3; coluna: Luna C18, fase móvel: água ultrapura: 

acetonitrila (v/v 85:15) com 0,1% de ácido fórmico. 

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C21H24O9, 419,1348; obtido 419,2881 [M - 

H]-. 

 

Substância F - E-cumaroil-6’-O-β-D-glicosideo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila  

NMR 1H (500 MHz, MeOD): δ = 7,87 (dt, 

5,44 e 2,66 Hz, H-4”), 7,66 (d, J = 15,97 Hz, 

H-7), 7,49 (d, J = 8,63 Hz, H-2 e H-6), 6,83 
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(d, J = 8,63 Hz, H-3 e H-5), 6,38 (d, J = 15,97 Hz, H-8), 6,14 (dt, J = 5,44 e 1,95 Hz, 

H-3”), 4,53 (dd, J = 11,86 e 2,16Hz, H-6a'), 4,36 (dd, J = 11,86 e 6,10 Hz, H-6b’), 4,31 

(d, J = 7,77 Hz, H-1’), 4,05 (dd, J = 10,00 e 4,25 Hz, H-6a"), 3,82 (dd, J = 10,00 e 6,70 

Hz, H-6b”), 3,55 (ddd, J = 8,74, 6,07 e 2,31 Hz, H-3’), 3,39 (m, H-4’), 3,37 (m, H-2’), 

3,17 (t, J = 8,27 Hz, H-5’), 2,88 (m, H-5a"), 2,80 (m, H-5b”), 2,69 (m, H-1”). 

Tempo de retenção: ≈ 17,8; coluna: Luna C18, fase móvel: água ultrapura: 

acetonitrila (v/v 85:15) com 0,1% de ácido fórmico. 

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C21H24O9, 419,1348; obtido 419,3066 [M - 

H]-. 

 

Substância H - Z-cumaroil-6’-O-β-D-glicosideo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila  

[α]25
D: -3,65 (c 0.6, MeOH) 

NMR 1H (500 MHz, MeOD): δ = 7,82 (m, H-4”), 7,68 

(d, J = 8,70 Hz, H-2 e H-6), 6,90 (d, J = 12,82 Hz, H-

7), 6,78 (d, J = 8,70 Hz, H-3 e H-5), 6,14 (m, H-3”), 

5,81 (d, J = 12,82 Hz, H-8), 4,50 (m, H-6a’), 4,30 (m, 

H-6b’), 4,25 (d, J = 7,82 Hz, H-1’), 3,97 (dd, J = 10,11 

e 4,51 Hz, H-6a”), 3,80 (dd, J = 10,11 e 3,81 Hz, H-6b”), 3,48 (m, H-4’), 3,35 (m, H-5’), 

3,28 (m, H-3’), 3,14 (t, J = 8,42 Hz, H-2’), 2,84 (m, H-5a"), 2,74 (m, H-5b”), 2,63 (m, H-

1”). 

NMR 13C (126 MHz, MeOD): δ = 193,6 (C-2”), 166,6 (C-9), 166,4 (C-4”), 158,8 (C-4), 

143,8 (C-7), 132,8 (C-3”), 132,4 (C-2,C-6), 129,8 (C-1), 114,5 (C-3, C-5), 103,3 (C-1’), 

92,52 (C-8), 76,4 (C-5’), 73,9 (C-4’), 73,5 (C-2’), 70,3 (C-3’), 68,9 (C-6”), 62,9 (C-6’), 

39,0 (C-1”), 33,2 (C-5”). 

Tempo de retenção: ≈ 22,3; coluna: Luna C18, fase móvel: água ultrapura: 

acetonitrila (v/v 85:15) com 0,1% de ácido fórmico. 

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C21H24O9, 419,1348; obtido 419,2793 [M - 

H]-. 
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Fluxograma 3 - Esquema do processo cromatográfico para isolamento de 

substâncias presentes em FAE das folhas de X. prockia. 

 

Legenda: FAE: fração acetato de etila; CCC: coluna de cromatografia clássica; CLAE: 
cromatografia liquida de alta eficiência; DCM: diclorometano; AcOEt: acetato de etila; ACN: 
acetonitrila; v/v: volume por volume. Fonte: Elaborado pela autora. 
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4.5 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA 

 

4.5.1 Atividade antifúngica  

 

A avaliação da atividade antifúngica, in vitro, de FAE, FB3 e substâncias 

isoladas, foi realizada no Laboratório de Microbiologia da UFJF-GV, coordenado pela 

Prof. Dra. Gabriela Freitas Ferreira.  

A atividade antifúngica das substâncias isoladas foi avaliada frente a linhagens 

ATCC, ambientais e clínicas de C. gattii e C. neoformans (Tabela 2), conforme 

proposto pelo documento M27-A3 do “Clinical and Laboratory Standards Institute” 

(CLSI, 2008), com modificações. Todas as linhagens utilizadas pertencem à coleção 

de micro-organismos do Laboratório de Micologia do Departamento de Microbiologia 

da UFMG e foram gentilmente cedidas ao Laboratório de Microbiologia da UFJF/GV.  

 

Tabela 2 – Linhagens de C. gattii e C. neoformans, utilizadas na avaliação da 

atividade antifúngica, in vitro. 

C. gattii C. neoformans 

L28/02 (C) 
196L/03(C) 
1913ER (C) 
L2701 (C) 

LMM818 (C) 
L2401 (C) 

547/ OTTI/94-PI-10 (A) 
ATCC 24065 
ATCC 32608 

5396 (C) 
96806 (C) 
27JF (C) 
H99 (C) 
WP (C) 

C-3-1 (A) 
ATCC 28957 
ATCC 24067 
ATCC 62066 

Legenda: C: isolados clínicos; A: Isolados ambientais; ATCC: American Type Culture 
Collection. Fonte: Elaborado pela autora. 

 

O inóculo fúngico foi preparado a partir de culturas dos fungos e incubados a 

35°C, por 48 h em tubos inclinados contendo Ágar Sabouraud Dextrose (ASD). A 

suspensão fúngica foi preparada em um tubo de ensaio contendo 5 mL de solução 

salina esterilizada. As suspensões foram homogeneizadas em vórtex e a densidade 

celular foi ajustada a uma turbidez equivalente a 530 nm por meio de uma solução-

padrão da escala de Mc Farland 0,5 utilizando NaCl 0,85%, obtendo uma suspensão 

de células contendo 1x106 a 5x106 células por mL. A suspensão de trabalho foi 

preparada a partir da suspensão em salina fazendo-se duas diluições consecutivas 
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1:50 e 1:20 com meio ASD, resultando em uma concentração de células entre 5,0x102 

a 2,5x103 células por mL. 

Para avaliar o CIM das frações FAE e FB3 de X. prockia e dos padrões 

fluconazol (FLU) e anfotericina B (AMB), foi preparada solução estoque em 

dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração de 1000 mg/mL para cada amostra. Para 

cada solução estoque inicial foi preparada 10 soluções com concentrações 

decrescentes, utilizando método de diluição seriada. Dessas soluções 100 µL de 

foram adicionados à placa de 96 poços estéril e previamente identificada. Em seguida, 

foram adicionados em cada poço 100 µL do inóculo anteriormente preparado, de 

forma que a concentração das soluções caísse pela metade.  

Como controle de esterilidade das amostras e padrões, foi realizado um 

controle de crescimento negativo, onde se adicionou 100 µL da menor concentração 

das soluções e 100 µL de meio ASD, sem adição do inóculo. Como controle de 

crescimento do inóculo, foi realizado um controle de crescimento positivo, onde se 

adicionou 200 µL de meio ASD, sem adição de amostras e padrões. Deve-se ressaltar 

que o esquema de diluição descrito na CLSI assegura que haverá menos de 1% de 

DMSO em quaisquer dos poços e, portanto, o DMSO não afetará o crescimento, não 

sendo necessário teste de controle de DMSO.  

As placas foram incubadas a 35 °C, sem agitação, por 48 horas. Após a 

incubação foi realizada a leitura dos resultados observando a menor concentração 

capaz de inibir o crescimento fúngico por meio da alteração da turbidez visível ao olho 

nu. 

 

4.5.2 Avaliação da citotoxicidade de FAE e FB3 

 

A citotoxicidade de FAE e FB3 frente a macrófagos RAW 264.7 e J774A.1 foi 

determinada pelo método colorimétrico do MTT (corante brometo de 3-(4,5-dimetil-2-

tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio - Sigma, St, Louis, MO, USA). Os experimentos foram 

realizados no Laboratório Multiusuário de Imunologia e Biologia Celular (UFJF-GV), 

sob orientação da Dra. Sandra Bertelli Ribeiro de Castro. 
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4.5.2.1 Cultura de RAW 264.7 e J774A.1 

 

Macrófagos murinos RAW 264.7 e J774A.1 foram cultivados em meio Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI) 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1% 

de aminoácidos essenciais e 0,5% de solução penicilina/estreptomicina (10.000 

UI/mL, 10.000 mg/mL, respectivamente). Após atingirem confluência, as garrafas 

foram raspadas e as células colocadas em placas de 96 poços na concentração de 2 

x 105
 células/mL para o ensaio de viabilidade por MTT. As células foram então 

incubadas em atmosfera úmida de 5 % de CO2 a 37 °C. 

 

4.5.2.2 Avaliação da citotoxicidade de FAE e FB3 em macrófagos RAW 

264.7 e J774A.1 

 

A viabilidade dos macrófagos RAW 264.7 e J774A.1 foi determinada pelo 

método colorimétrico do MTT. Após 48 horas, o sobrenadante da cultura celular de 

macrófagos tratados com FAE e FB3 nas concentrações de 100 μg/mL, 50 μg/mL, 25 

μg/mL, 5 μg/mL, 0,5 μg/mL e 0,1 μg/mL foi descartado e 100 μL de RPMI-1640 foi 

adicionado em todos os poços, seguido de 10 μL de MTT (5 mg/mL). As placas foram 

incubadas a 37 °C em estufa com 5% de CO2. Transcorrido o período de 4 horas a 

reação foi finalizada com a retirada do meio de cultura e adição de 100 µL de DMSO. 

A leitura foi feita em leitor de microplaca Multiskan™ FC Microplate Photometer 

(adaptado de CASTRO et al., 2012) com comprimento de onda de 570 nm. Os dados 

foram inseridos e analisados no programa Prisma 6.0 e considerados significantes 

quando p < 0,05. Para controle foram utilizadas células tratadas com o diluente DMSO.   
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5 RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

5.1 FRACIONAMENTO E ISOLAMENTO  

 

A partir de 711 g de folhas secas de X. prockia foram obtidos 150,1 g de extrato 

etanólico seco (EE) (21,11%). O rendimento das frações obtidas após a partição do 

EE com solventes em ordem crescente de polaridade é apresentado na tabela 3.  

 

Tabela 3 - Rendimento obtido na partição do extrato etanólico de X. prockia. 

Fração Massa (g) Rendimento (%) 

FH 31,59 21,05 

FD 6,57 4,38 
FAE 16,0 10,66 
FB 13,47 8,98 
RA 2,34 1,56 

Legenda: FH: fração hexano; FD: fração diclorometano; FAE: fração acetato de etila; FB: 
fração butanólica; RA: resíduo aquoso. Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Devido à atividade antifúngica promissora e ao provável ineditismo de algumas 

substâncias que compõe a FAE observados em trabalho recentemente publicado, 

desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (Folly et al, 2020), deu-se continuidade 

ao seu fracionamento a fim de isolar e identificar os metabólitos responsáveis pela 

atividade observada.  

Cerca de 16g de FAE foram inicialmente submetidos à cromatografia em coluna 

à vácuo. A coluna foi eluída com porções de 200 mL de solvente. Inicialmente foi 

utilizado AcOEt 100% e, na sequência, a mistura AcOEt/MeOH com porções 

crescentes de MeOH (5% até 35%), sendo finalizada com 100% de metanol (800 mL). 

Este procedimento gerou 10 frações que foram agrupadas, devido à semelhança 

cromatográfica, em 4 frações (F1-F4).  

A fração F3 (4,5 g) foi submetida à cromatografia em coluna clássica (CCC) 

utilizando gel de sílica como fase estacionária e a mistura de solventes DCM:MeOH 

(9:1, v/v) como fase móvel. Este procedimento deu origem a 5 frações (FA1-FA5). Em 

seguida a fração FA3 (1,1g) foi submetida à nova CCC utilizando gel de sílica como 

fase estacionária e a mistura de solventes DCM:MeOH (9:1, v/v) como fase móvel, 

resultando na obtenção da subfração FB3 (0,62 g) (Figura 7). Os rendimentos do 

processo de fracionamento de FAE podem ser observados na Fluxograma 4.  
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Figura 7 - Análise por CCD das frações obtidas da coluna cromatográfica clássica da 

fração FA3. 

Legenda: A) Fase estacionária: Sílica-gel 60G F254; Fase móvel: Ácido acético: H2O: 
AcOEt (5:5:90, v/v/v); B) Fase estacionária: Sílica-gel 60 RP-18 F254; Fase móvel: 
MeOH:H2O (1:1; v/v). Revelador: vanilina fosfórica e aquecimento (100oC). Fonte: Elaborado 
pela autora. 
 

Após separação por CCC, por encontrar-se aparentemente pura, a subfração 

FB3 foi submetida à análise de RMN. Entretanto, a análise do espectro 1H RMN 

(Figura 8) revelou que esta, provavelmente, se tratava de uma mistura de isômeros. 

Dessa maneira, a subfração FB3 foi submetida à separação por CLAE utilizando 

coluna preparativa YMC RP C18 (5 µm, 2,5 x 22,5 cm), fase móvel 80% de água 

contendo 0,1% de ácido fórmico (A) e 20% de acetonitrila (B) em um fluxo de 0,5 

mL/min e temperatura ambiente. A análise do cromatograma da subfração FB3 

(Figura 9) permitiu observar a presença de 8 picos principais (A-F). A partir dessa 

subfração foi possível isolar 5 substâncias (D, E, F, G e H – fluxograma 4) que foram 

caracterizadas através de métodos espectroscópicos de RMN e espectrometria de 

massas. 
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Fluxograma 4 – Esquema do processo cromatográfico de fracionamento de FAE. 

 

Legenda: FAE: fração acetato de etila. Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 8 – Espectro de 1H RMN (500 MHz, MeOD) da subfração FB3. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 9 – Perfil cromatográfico da subfração FB3, obtido na CLAE preparativa. 

 

Legenda: Linha azul: detector UV (270-320nm) e linha laranja: detector IR. Coluna 
preparativa YMC RP C18 (5 µm, 2,5 x 22,5 cm), fase móvel: água ultrapura: acetonitrila 80:20 
acidificado com 0,1% de ácido fórmico. Fonte: Elaborado pela autora. 

 

5.1.1 Caracterização de FAE 

 

A caracterização de FAE de X. prockia foi realizada por meio de cromatografia 

líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas (CLAE/EM). O 

espectro de massas foi realizado em full scan no modo negativo, de maneira a verificar 

as principais relações m/z presentes em FAE.  

A espectrometria de massas (EM) envolve a formação e detecção de íons, 

consistindo então na determinação da relação entre massa e carga (m/z) das espécies 

ionizadas (DE VIJLDER et al., 2018; SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2015). Um 

dos principais métodos de ionização utilizados em CLAE/EM é a ionização por 

eletrospray (ESI), uma técnica branda que produz moléculas protonadas (modo 

positivo, [M+H]+) e desprotonadas (modo negativo, [M-H]-) intactas, gerando poucos 

fragmentos (DEMARQUE et al., 2016; PAVIA et al., 2008; SILVERSTEIN; WEBSTER; 

KIEMLE, 2006). A ESI normalmente é utilizada junto a células de colisão (ou outros 

métodos) que induzem a fragmentação, gerando espectros EM2 (EM/EM) que ajudam 

na identificação de diversas substâncias químicas (DEMARQUE et al., 2016; PAVIA 

et al., 2008; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006). 

D 
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A análise de FAE por CLAE/EM no modo negativo permitiu identificar 15 picos 

majoritários (APÊNDICE I) que foram divididos em três grupos de substâncias devido 

ao seu perfil de fragmentação. O perfil cromatográfico de FAE pode ser observado na 

Figura 10. A Tabela 4 apresenta os 15 picos majoritários, com suas respectivas 

massas teórica e experimental, perfis de fragmentação e possível fórmula molecular. 

A partir da análise dos espectros de massas e comparação com dados da literatura 

foi possível inferir que FAE é composta por derivados do ácido cinâmico reunidos em 

três grupos distintos de substâncias: I, derivados do ácido cafeoilquínico; II, derivados 

de cumaroil glicosídeos; III derivados de cafeoil-glicosídeos (Tabela 4). 

(AMARASINGHE et al., 2007; CLIFFORD et al., 2003; HE et al., 2010; JAISWAL et 

al., 2014; OUYANG et al., 2018; PARVEEN, Mehtab; GHALIB, 2012; PAZ, 2017; 

PUIGVENTÓS et al., 2015; SUN et al., 2007; ZHANG et al., 2018).  

 

Figura 10 - Perfil cromatográfico de FAE obtido por CLAE/EM no modo negativo. 

 

Legenda: linha amarela: detector DAD (270-320nm); linha vermelha: detector EM. Coluna: 
C18 (3 µm, 2.0 x 100 mm), fase móvel: água ultrapura com ácido fórmico 0,1%: acetonitrila 
85:15. Fonte: Elaborado pela autora. 



 
 

45 
 

Tabela 4 - Derivados do ácido hidroxicinâmico identificados por CLAE/EM em FAE de X. prockia. 

 

Número Grupo* Tr (min) 
Fórmula 

molecular 
[M-H]-(m/z) 

[M-H]- (m/z) 
calculado 

Error 
(ppm) 

Íons produzidos (intensidade relativa) 

XP1 III 10,1 C15H18O9 341,0876 341,0878 0,5 135(100), 179(60), 161(55) 

XP2 I 10,7 C16H18O9 353,0894 353,0878 -4,6 191(100), 179(70), 135(20) 

XP3 I 10,9 C16H18O9 353,0862 353,0878 4,7 191(100) 

XP4 II 11,0 C15H18O8 325,0920 325,0929 2,9 119(100), 145(50), 163(30) 

XP5 II 12,1 C15H18O8 325,0941 325,0929 -3,9 119(100), 145(50), 163(30) 

XP6 III 14,7 C21H24O10 435,1302 435,1297 -1,3 281(60), 179(80), 161(100) 

XP7 III 15,0 C21H24O10 435,1307 435,1297 -2,3 281(60), 179(80), 161(100) 

XP8 III 15,4 C21H24O10 435,1304 435,1297 -1,7 281(60), 179(80), 161(100) 

XP9 II 16,4 C21H24O9 419,1342 419,1348 1,3 
265(100), 205(60), 163(55), 145(50), 

235(25) 

XP10 II 16,6 C21H24O9 419,1350 419,1348 -0,7 
265(100), 205(60), 163(55), 145(50), 

235(25) 

XP11 I 16,8 C22H28O14 515,1412 515,1406 0,3 353(85), 191(100), 179(50), 135(15) 

XP12 II 17,3 C21H24O9 419,1364 419,1348 -4,0 
265(100), 205(60), 163(55), 145(50), 

235(25) 

XP13 I 18,3 C25H24O12 515,1190 515,1195 0,9 
353(100), 335(1), 191(30), 179(56), 

173(72) 

XP14 III 21,3 C27H34O14 581,1867 581,1876 1,3 
161(100), 435(54), 487(43), 179(34), 

203(30), 427(17), 235(10) 

XP15 III 21,7 C27H34O14 581,1877 581,1876 -0,3 
161(100), 435(54), 487(43), 179(34), 

203(30), 427(17), 235(10) 

 

Legenda: *Grupo I: derivados do ácido cafeoilquínico; Grupo II: derivados de cumaroil glicosídeos; Grupo III: derivados de cafeoil-glicosídeos; 
Tr: tempo de retenção. Fonte: Elaborado pela autora. 
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Como mencionado, sugere-se que as substâncias do grupo I (substâncias XP2, 

XP3, XP11 e XP13) com tempos de retenção 10,7, 10,9, 16,8 e 18,3 minutos, 

respectivamente, sejam derivados do ácido cafeoilquínico. O ácido cafeoilquínico é 

resultado da união de um ácido cafeico a um ácido quínico através de uma ligação 

éster. A fragmentação dessas substâncias apresenta íons característicos, como m/z 

191 e m/z 173 relativos a porção do ácido quínico e m/z 179, m/z 135 e m/z 107 

relativos à parte cafeica (Figura 11) (CLIFFORD et al., 2003; JAISWAL et al., 2014; 

ZHANG et al., 2018). 

 

Figura 11 - Perfil de fragmentação proposto para o ácido cafeoilquínico. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

As substâncias XP2 e XP3 apresentaram massa e fragmentos clássicos do 

ácido cafeoilquínico, sendo possivelmente isômeros. As duas substâncias possuem 

molécula desprotonada [M-H]- com m/z 353 condizente com a fórmula molecular 

C16H18O9. XP2 apresenta pico base em m/z 191 e fragmentos intensos em m/z 179 e 

m/z 135, enquanto a XP3 apresenta apenas o pico base em m/z 191 (Figura II e III – 

APÊNDICE I). 

O ácido cafeoilquínico possui 3 isômeros principais, o 3-cafeoilquínico (3-CQA), 

o 4-cafeoilquínico (4-CQA) e o 5-cafeoilquínico (5-CQA). O isômero 4-CQA é de fácil 

distinção uma vez que apresenta como pico base o íon m/z 173, que é gerado por 

desidratação e por perda do ácido quínico. Já os isômeros 3-CQA e 5-CQA 

apresentam o mesmo pico base, sendo ele o íon m/z 191 gerado pela perda do ácido 
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quínico (Figura 12). Adicionalmente, os isômeros 4-CQA e 5-CQA apresentam íon m/z 

135 característico, não observado em 3-CQA (OUYANG et al., 2018; ZHANG et al., 

2018). Dessa maneira, com base no padrão de fragmentação e na presença do íon 

m/z 135, sugere-se que as substâncias XP2 e XP3 sejam os isômeros 5-CQA e 3-

CQA, respectivamente.  

 

Figura 12 – Perfil de fragmentação proposto para os isômeros do ácido 

cafeoilquínico. 

 
Fonte: adaptado de Clifford et al., 2003. 

 

A substância XP11 apresentou [M-H]- m/z 515,1412, fórmula molecular 

C22H28O14 e fragmentos intensos em m/z 353, m/z 191, m/z 179 e m/z 135, condizente 

com a presença do ácido cafeoilquínico e de uma glicose. O íon m/z 353 é formado 

pela perda do açúcar. Quando a porção glicosil encontra-se ligada ao cafeoil, os íons 

m/z 341 e m/z 323 são formados (Figura 13). Como os dois íons não estão presentes 
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na análise de massas, sugere-se que a porção glicosil esteja ligada ao ácido quínico 

(JAISWAL et al., 2014). Adicionalmente, uma vez que a substância XP11 apresenta 

perfil de fragmentação similar ao 5-CQA, ela foi identificada como ácido 5-cafeoil 

glicosil quínico (Figura 14) (JAISWAL et al., 2014; ZHANG et al., 2018). 

 

Figura 13 – Perfil de fragmentação proposto para o ácido cafeoil glicosil quínico. 

Fonte: adaptado de Jaiswal et al., 2014. 
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Figura 14 – Perfil de fragmentação e espectro de massas de XP11 (ácido 5-cafeoil 

glicosil quínico). 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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A substância XP13, por sua vez, apresentou [M-H]- m/z 515,1195, fórmula 

molecular C25H24O12 e íons de fragmentos intensos em m/z 353, m/z 335, m/z 191, 

m/z 179 e m/z 173, condizente com ácido dicafeoilquínico (di-CQA). Isômeros di-CQA 

apresentam como característica [M-H]- m/z 515 e fragmento com m/z 353 semelhantes 

aos monoacil-CQA. O isômero 3,4-diCQA apresenta íon fragmento m/z 335 com 

intensidade próxima a 20, o isômero 4,5-diCQA apresenta intensidade baixa (próxima 

de 2) para íon m/z 335 e o isômero 3,5-diCQA não o apresenta o íon m/z 335 (HE et 

al., 2010; PARVEEN; GHALIB, 2012). A presença do fragmento m/z 173 confirma a 

presença da substituição na posição 4 do ácido quínico, como apresentado 

anteriormente na Figura 13. Através de comparação com dados da literatura, pode 

inferir que XP13 se trata do ácido 4,5-dicafeoilquínico (Figura 15). 

 

Figura 15 – Espectro de massas e perfil de fragmentação proposto para a XP13 

(ácido 4,5-dicafeoilquínico).  
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Fonte: Perfil de fragmentação - adaptado de Zhang et al., 2018. Espectro de massa - 

Elaborado pela autora. 

 

As substâncias do grupo II (substâncias XP4, XP5, XP9, XP10 e XP12) com 

tempos de retenção 11, 12,1, 16,4, 16,6 e 17,3 minutos, respectivamente, foram 

identificadas como derivados cumaroil glicosídeos. Os cumaroil glicosídeos são 

metabólitos que possuem em sua estrutura um ácido cumárico ligado a um açúcar 

através de uma ligação éster. Esse grupo de substâncias apresenta fragmentação 

característica com íons m/z 163, m/z 145 e m/z 119, relativos ao ácido cumárico. O 
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íon de m/z 163 é gerado pela fragmentação da ligação C-O da carbonila do éster 

ligado ao açúcar e corresponde ao ácido cumárico. A presença do ácido cumárico foi 

confirmada pelo íon m/z 119, gerado pela perda de CO2 (Figura 16), que é frequente 

na maioria dos ácidos fenólicos em seus espectros de varredura no modo de íons 

negativo (PAZ, 2017; PUIGVENTÓS et al., 2015). 

 

Figura 16 - Perfil de fragmentação proposto para o ácido p-cumárico 

  
Fonte: Adaptado de Paz, 2017. 

 

As substâncias XP4 e XP5 apresentaram mesmo perfil de fragmentação e 

massa molar próxima (326 Da), no entanto exibem tempo de retenção distinto, o que 

sugere que sejam isômeros. Essas substâncias, que possuem [M-H]- m/z 325, com a 

fórmula molecular C15H18O8 apresentaram fragmentos intensos em m/z 163, m/z 145, 

e m/z 119, característicos do ácido cumárico (Figura 15). A fragmentação do molécula 

desprotonada [M-H]- m/z 325 é condizente com a presença de um cumaroil e de uma 

glicose (Figura 17), caracterizando as substâncias XP4 e XP5 como isômeros 

cumaroil glicosídeos que não puderam ser diferenciados apenas pelo espectro de 

massas (Figura IV e V – APÊNDICE I). 
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Figura 17 - Perfil de fragmentação de massas proposto para a substância XP4. 

 
Fonte: Elaborado pela autora 

 

As substâncias XP9, XP10 e XP12 apresentaram tempo de retenção distintos, 

porém mesmo perfil de fragmentação e massa molar próxima (420 Da), o que sugere 

que sejam isômeros. As substâncias XP9, XP10 e XP12 exibiram maior abundância 

relativa na fração AcOEt, sendo as principais substâncias presentes nesta.  

O padrão de fragmentação de EM observado no modo negativo para XP9, 

XP10 e XP12 apresentou íons de fragmento intensos em m/z 325, m/z 265, m/z 235, 

m/z 205, m/z 163 e molécula desprotonada [M-H]- de m/z 419 condizente com a 

fórmula molecular C21H24O9. O íon m/z 325 é gerado pela perda de 94 unidades de 

massa e os íons m/z 265, m/z 235 e m/z 205 seriam gerados pela fragmentação do 

anel da porção glicosídica. O padrão de fragmentação de EM2 do íon m/z 325 

apresentou íons de fragmento intensos em m/z 265, m/z 235, m/z 205, m/z 163 e m/z 

145 (Figura 18 e Figuras IX, X e XII – APÊNDICE I), bem como os íons m/z 265, 
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m/z 235, m/z 205 gerados pela fragmentação do anel glicosídeo e os íons m/z 163 e 

m/z 145 característicos do ácido cumárico, como apresentado na Figura 14. 

As 94 unidades de massa restantes, condizentes com a fórmula molecular 

C6H7O não puderam ser caracterizadas apenas através de EM. Para elucidação 

completa mais analises são necessárias. 

 

Figura 18 - Espectro de massas e perfil de fragmentação proposto para a substância 

XP9. 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 

As substâncias do grupo III (substâncias XP1, XP6, XP7, XP8, XP14 e XP15) 

com tempos de retenção 10,1, 14,7, 15, 15,4, 21,3 e 21,7 minutos respectivamente, 

foram caracterizadas como derivados cafeoil glicosídeos. Os cafeoil glicosídeos são 

substâncias que possuem em sua estrutura uma unidade de ácido cafeico ligado a um 

açúcar através de uma ligação éster. Sua fragmentação apresenta íons característicos 

em m/z 179, m/z 135 e m/z 107, correspondentes à subunidade cafeica (Figura 19). 
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Figura 19 – Perfil de fragmentação proposto para o ácido cafeico. 

Fonte: Adaptado de Paz, 2017. 

 

A substância XP1 possui [M-H]- m/z 341,0876 condizente com a fórmula 

molecular C15H18O9 e apresenta íons de fragmentos intensos em m/z 179, m/z 161, e 

m/z 135. A fragmentação do [M-H]- m/z 341 gera o íon m/z 179 (correspondente ao 

ácido cafeico) através da perda do resíduo de glicose (C6H10O5) pela fragmentação 

da ligação C-O da carbonila do éster ligado ao açúcar. Já o íon m/z 135 é 

característico de ácidos fenólicos e corresponde à perda de um CO2 a partir do 

fragmento m/z 179 (Figura 20) (PAZ, 2017; PUIGVENTÓS et al., 2015; SUN et al., 

2007). A comparação com dados da literatura permitiu caracterizar a substância XP1 

como cafeoil glicosídeo. 
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Figura 20 – Espectro de massas da XP1 e perfil de fragmentação proposto para o 

cafeoil glicosídeo. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

As substâncias XP6, XP7 e XP8 correspondem a mais um grupo de isômeros 

presentes em FAE, uma vez que apresentam os mesmos perfis de fragmentação e 

massa molar, porém exibem tempo de retenção distintos. O padrão de fragmentação 

de EM observado no modo negativo para as substâncias XP6, XP7 e XP8, apresentou 

íons de fragmento intensos em m/z 341, m/z 281, m/z 251, m/z 221, e molécula 

desprotonada [M-H]- de m/z 435 condizente com a fórmula molecular C21H24O10. O íon 
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m/z 341 é gerado pela perda de 94 unidade de massa, e os íons m/z 281, m/z 251 e 

m/z 221 seriam gerados pela fragmentação do anel da porção glicosídica (Figura 21 

e Figuras VI, VII e VIII – APÊNDICE I). O fragmento restante, com 94 Da e fórmula 

molecular C6H7O provavelmente possui a mesma subestrutura presente nas 

substâncias XP9, XP10 e XP12. 

O padrão de fragmentação de EM2 do íon m/z 341 apresentou íons de 

fragmento intensos em m/z 281, m/z 251, m/z 221, m/z 179 e m/z 161. Mais uma vez 

observa-se os íons m/z 281, m/z 251, m/z 221 gerados pela fragmentação do anel 

glicosídeo, além de apresentar os íons m/z 179 e m/z 161 característicos do ácido 

cafeico, como apresentado na Figura 19. 

 

Figura 21 - Perfil de fragmentação proposto e espectros de massas da substância 

XP6. 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 

As substâncias XP14 e XP15 também apresentam características de isomeria 

entre si por possuírem massa molar e perfil de fragmentação semelhantes, mas tempo 

de retenção distintos. Essas substâncias apresentaram massa molecular de 582 Da e 

padrão de fragmentação de EM2 com íons de fragmentos intensos em m/z 487, m/z 

435, m/z 427, m/z 235, m/z 203, m/z 179 e m/z 161, condizente com a fórmula 

molecular C27H34O14, o que sugere que sejam análogos das substâncias XP6, XP7 e 

XP8, com o acréscimo de um resíduo C6H10O4 (147 Da) que foi atribuído a uma 

desoxihexose. O íon 487 seria originado pela perda de 94 unidades de massa e o íon 

427 pela a abertura da glicose com a saída de um C2H3O2 de 59 unidades de massa 

(Figura 22 e Figuras XIV e XV – APÊNDICE I). 
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Figura 22 - Perfil de fragmentação proposto e espectro de massas da substância XP14. 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Com a análise dos espectros de massa das substâncias presentes em FAE, foi 

possível identificar três grupos de metabólitos: grupo I - derivados do ácido 

cafeoilquínico; grupo II - derivados de cumaroil glicosídeos; e grupo III - derivados de 

cafeoil-glicosídeos. Dentre os espectros analisados, foi possível definir, com base na 

literatura, a estrutura completa e isomeria das substâncias XP1, XP2, XP3, XP11 e 

XP13. Para as substâncias XP4 e XP5, foi possível definir a estrutura, que se tratava 

do cumaroil glicosídeo, mas a diferenciação dos isômeros não pode ser realizada. Por 

fim, as substâncias XP6, XP7, XP8, XP9, XP10, XP12, XP14 e XP15, pertencentes 

aos grupos II e III, não puderam ser completamente elucidadas, por se tratarem de 

isômeros e apresentarem um fragmento de 94 Da (C6H7O) desconhecido, o que 

possivelmente as torna substâncias inéditas na literatura. 

 

Figura 23 - Estrutura química geral das substâncias propostas para FAE da X. 

pockia. 

Legenda: - - - -: possível isomeria E/Z; - - - -: subestrutura desconhecida, que pode apresentar 
diferença entre as substâncias. Fonte: Elaborado pela autora 
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5.1.2 Caracterização de FB3  

 

A subfração FB3 foi caracterizada por CLAE/EM equipado com os detectores 

ESI e DAD. As análises foram realizadas em full scan no modo negativo, de maneira 

a verificar as substâncias e as principais relações m/z presentes na fração. O perfil 

cromatográfico obtido pode ser observado na figura 24. 

Pode-se observar no perfil cromatográfico da fração FB3, 5 picos (D-H) (Figura 

24), os quais apresentaram, através da análise de massas, a mesma molécula 

desprotonada (m/z 419) e padrão de fragmentação semelhante aos apresentados 

pelas substâncias XP9, XP10 e XP12 presentes no grupo II de FAE (Figura 25 e 26). 

Observa-se que as substâncias D, E e F apresentam EM semelhante, com íons de 

fragmento intensos em m/z 325, m/z 265, m/z 235, m/z 205 e m/z 163. As substâncias 

G e H apresentaram íons de fragmento intensos em m/z 325, m/z 265 e m/z 235, 

porém não apresentam os íons m/z 205 e m/z 163 (Figura 26). Apenas pela análise 

de EM não foi possível determinar a estrutura completa das substâncias D-H, sendo 

necessário a realização de outros experimentos a fim de determinar a configuração e 

a isomeria correta de cada uma das cinco substâncias. 

 

Figura 24 - Perfil cromatográfico obtido por CLAE/EM para subfração FB3 no modo 

negativo. 

 

Legenda: Linha azul: detector DAD (280nm); linha vermelha: detector EM (Pico base do 
Cromatograma). Coluna: C18 (3 µm, 2,0 x 100 mm), fase móvel: água ultrapura: acetonitrila 
85:15 com 0,1% de ácido fórmico. Fonte: Elaborado pela autora.  
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Figura 25 – Estrutura geral das substâncias presentes na subfração FB3, com 

destaque para possíveis locais de diferenças estruturais entre as substâncias D-H. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Figura 26 - Espectro de massas das substâncias da subfração FB3. 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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5.1.3 Elucidação estrutural de cumaroil glicosídeos presentes em 

FB3 

 

Para uma completa caracterização das substâncias presentes na subfração 

FB3, estas foram isoladas por CLAE com coluna preparativa, como descrito no tópico 

5.1. A elucidação estrutural das substâncias isoladas foi realizada com base em 

espectros RMN 1H, RMN 13C, correlações bidimensionais (COSY, NOESY, HSQC, 

HMBC), EM e, quando possível, confirmada através da comparação com dados 

disponíveis na literatura. Todos os espectros se encontram no apêndice II. 

A análise do espectro RMN 13C da substância D mostrou a presença de 21 

carbonos, que através da comparação como o espectro HSQC-dept (Figura 27) 

puderam ser definidos como quaternários (4), metínicos (14) e metilênicos (3). Na 

análise do espectro de RMN 1H destaca-se a presença de quatro hidrogênios orto-

acoplados em δ 7,46 [d, J = 8,54 Hz, 2H (H-2 e H-6)] e δ 6,81 [d, J = 8,54 Hz, 2H (H-

3 e H-5)], característicos de anel aromático para-substituído. Também observa-se dois 

hidrogênios trans-olefínicos em δ 7,63 [(d, J = 15,94 Hz, 1H (H-7)] e δ 6,36 [(d, J = 

15,94 Hz, 1H (H-8)] que, junto com os hidrogênios orto-acoplados são característica 

principal do (E)-p-cumaroil (Figura 28 e 29) (AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et 

al., 2017). Observa-se também uma região de hidrogênios compreendida entre δ 4,50 

e δ 3,21 com rede de acoplamento C-H, com destaque para a presença do hidrogênio 

anomérico em δ 4,31 [d, J = 7,86 Hz, 1H (H-1’), característico de β-glucopiranosídeos 

(Figuras 28 e 29) (AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et al., 2017; LIU, 2011; 

ROSLUND et al., 2008). 
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Figura 27 – Espectro de RMN 13C e HSQC (500 MHz, MeOD) da substância D. 

 
Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Figura 28 – Estrutura química parcial da substância D. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  
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Figura 29 – Espectro RMN 1H (500 MHz, MeOD) da substância D, com destaque 

para os hidrogênios H-2, H-3, H-5, H-6, H-7, H-8 e H-1’. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

A substância D faz parte do grupo com subestrutura C6H7O, que não pode ser 

completamente caracterizado por EM. A subestrutura C6H7O apresenta índice de 

deficiência de hidrogênio igual a 3, o que indica a presença de insaturações (dupla ou 

tripla) e/ou presença de estrutura cíclica. No espectro de RMN 13C observa-se um 

sinal em δ 212,4 - indicando a presença de um grupo carbonila, dois sinais em δ 168,8 

e δ 135,3 - pertencentes à uma dupla ligação C=C, sinais em δ 72,7 e δ 38,9 -

referentes a carbonos metilênicos e um sinal em δ 43,7 - referente a um carbono 

metínico (Figura 27). A carbonila e a dupla ligação são responsáveis por dois dos três 

elementos de deficiência de hidrogênio, indicando que a subestrutura seja cíclica. 

Essas informações, juntamente com a fórmula molecular e através da comparação 

com dados da literatura (AMARASINGHE et al., 2007), sugerem que a subestrutura 

C6H7O seja uma ciclopentenona ligada ao p-cumaroil glicosídeo através de um grupo 

metilênico (Figura 30).  
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O espectro COSY de D mostrou que os hidrogênios δ 3,91 (H-6a") e δ 3,64 (H-

6b"), ligados ao carbono metilênico δ 72,7 se correlacionam com os hidrogênios δ 2,45 

(H-5a") e δ 2,19 (H-5b”) e com o hidrogênio δ 3,31 (H-4"), ligado ao carbono metínico 

δ 43,7. O hidrogênio metínico em δ 3,31, por sua vez, se correlaciona com os 

hidrogênios olefínicos em δ 7,85 (H-2") e δ 6,13 (H-3"). Esses dados e as correlações 

de HMBC permitem determinar a estrutura como 4-oxo-2-ciclopentenilmetila (Figura 

30). 

 

Figura 30 – Estrutura química da 4-oxo-2-ciclopentenilmetila. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Figura 31 – Espectro RMN 1H (500 MHz, MeOD) da substância D, com destaque 

para H-2”, H-3”, H-6a", H-6b”, H-5a" e H-5b”. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  
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Por meio da análise das correlações presentes no espectro HMBC, foi possível 

determinar como as três subunidades (cumaroil, glucopiranosídeo e 

hidroximetilciclopentenona) da substância D estão conectadas. Observa-se a 

correlação entre os hidrogênios metilênicos H-6’ (δ 4,50 e δ 4,35) do glucopiranosídeo, 

com a carbonila C-9 (δ 169,1) do cumaroil (Figura 32). Observa-se também que a 

carbonila C-9 (δ 169,1) possui correlação com H-7 e H-8 (δ 7,63 e δ 6,36, 

respectivamente), confirmando que está pertence à subunidade cumaroil. A ligação 

do glucopiranosídeo com a 4-oxo-2-ciclopentenilmetila se dá através de uma ligação 

éter entre C-6” e o oxigênio ligado ao carbono anomérico do açúcar. No espectro 

HMBC pode ser observada a correlação entre os hidrogênios H-6” (δ 3,91 e δ 3,64) e 

o carbono anomérico C-1’ (δ 104,72) do glucopiranosídeo. Ainda, são observadas 

correlações entre o carbono C-6” (δ 72,73) com os hidrogênios H-5” (δ 2,45 e δ 2,19), 

confirmando que este pertence a 4-oxo-2-ciclopentenilmetila (Figura 33). Com base 

nas análises anteriores, a substância D foi caracterizada como (E)-p-cumaroil-6’-O-β-

glucopiranosídeo-4-oxo-2-ciclopentenilmetila (Figura 34). 

 

Figura 32 – Ampliações do espectro HMBC da substância D apresentando as 

correlações entre as subunidades glucopiranosídeo e cumaroil. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  
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Figura 33 – Ampliações do espectro HMBC da substância D, apresentando as 

correlações entre as subunidades glucopiranosídeo e 4-oxo-2-ciclopentenilmetila. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Figura 34 – Estrutura química de (E)-p-cumaroil-6’-O-β-glucopiranosídeo-4-oxo-2-

ciclopentenilmetila. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

As substâncias E, F e H são isômeros geométricos e de posição de D, de modo 

que a caracterização pode ser realizada principalmente pela análise dos espectros 

RMN 1H, COSY e NOESY. Três pontos são de fundamental importância na hora de 

distinguir a isomeria presente nestas substâncias: a) as constantes de acoplamento 

dos hidrogênios olefínicos do p-cumaroil (AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et 

al., 2017; TRUONG et al., 2011); b) a constante de acoplamento do hidrogênio 

anomérico do glucopiranosídeo (FEISTEL et al., 2017; LIU, 2011; ROSLUND et al., 

2008); e c) as correlações COSY e NOESY, para os hidrogênios da 

hidroximetilciclopentenona. 
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Por meio da constante de acoplamento dos hidrogênios olefínicos do p-

cumaroil é possível diferenciar os isômeros geométricos E e Z. Constantes de 

acoplamento próximas a 15 Hz são características de isômeros E; já constantes de 

acoplamento próximas a 12 Hz são características de isômeros Z (AMARASINGHE et 

al., 2007; FEISTEL et al., 2017; TRUONG et al., 2011). Adicionalmente, as constantes 

de acoplamento de hidrogênios anoméricos dos glucopiranosídeos possibilitam a 

caracterização da configuração da porção glicosídica: constantes de acoplamento 

próximas a 8 Hz são características de configuração β, já constantes de acoplamento 

próximas a 3,8 Hz são características da presença de configuração α (FEISTEL et al., 

2017; LIU, 2011; ROSLUND et al., 2008).  

As substâncias E e F apresentam dados de RMN semelhantes, apesar de 

apresentarem tempo de retenção distintos na análise de CLAE, diferenciando-se da 

substância D pela posição da ligação do p-cumaroil glicosídeo à ciclopentenona. No 

espectro de RMN 1H, a substância E possui hidrogênios aromáticos orto acoplados 

em δ 7,48 [d, J = 8,83 Hz, 2H (H-2 e H-6)] e δ 6,82 [d, J = 8,83 Hz, 2H (H-3 e H5)], e 

hidrogênios trans-olefínicos em δ 7,66 [d, J = 15,94 Hz, 1H (H-7)] e δ 6,38 [(d, J = 

15,94 Hz, 1H (H-8)] característicos do (E)-p-cumaroil (Figura 35) (AMARASINGHE et 

al., 2007; FEISTEL et al., 2017). Observa-se também uma região de hidrogênios 

compreendida entre δ 4,47 e δ 3,18 com rede de acoplamento C-H, com presença do 

hidrogênio anomérico em δ 4,29 [d, J = 7,86 Hz, 1H (H-1’)], característicos de β- 

glucopiranosídeos (Figura 35) (AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et al., 2017; 

LIU, 2011; ROSLUND et al., 2008).  
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Figura 35 – Espectro RMN 1H (500 MHz, MeOD) da substância E, com destaque 

para H-2, H-3, H-5, H-6, H-7, H-8 e H-1’. 

 
Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Como mencionado acima, a substância E se diferencia de D pela posição dos 

substituintes da ciclopentenona. No espectro RMN 1H de E observa-se um hidrogênio 

metínico em δ 2,65 (m, 1H), quatro hidrogênios metilênicos em δ 3,97 (dd, J = 6,83 e 

9,91 Hz, 1H), δ 3,86 (dd, J = 6,83 e 7,97 Hz,1H), δ 2,88 (m, 1H) e δ 2,80 (m, 1H), e 

dois hidrogênios olefínicos em δ 7,85 (dt, J = 2,70 e 5,67, 1H) e δ 6,13 (dt, J = 2,13 e 

5,67 Hz, 1H) (Figura 36). O espectro COSY mostrou que os hidrogênios metilênicos 

em δ 3,97 (H-6a") e δ 3,85 (H-6b") se correlacionam com o hidrogênio metínico em δ 

2,65 (H-1"). Já os hidrogênios de metileno em δ 2,80 (H-5a") e δ 2,88 (H-5b") foram 

correlacionados com dois hidrogênios olefínicos em δ 7,85 (H-4") e δ 6,13 (H-3"). A 

subestrutura foi caracterizada como 2-oxo-3-ciclopentenilmetila (Figura 37).  
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Figura 36 – Espectro RMN 1H (500 MHz, MeOD) da substância E, com destaque 

para H-1”, H-3”, H-4”, H-5a”, H-5b", H-5”, H-6a" e H-6b”. 

 

Fonte: elaborado pela autora. 

 

Figura 37 – Estrutura química da 2-oxo-3-ciclopentenilmetila.  

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

A substância F apresenta espectro RMN 1H semelhante ao da substância E. 

Nele é observado a presença dos hidrogênios orto acoplados em δ 7,49 [d, J = 8,63 

Hz, 2H (H-2 e H-6)] e δ 6,83 [d, J = 8,63 Hz, 2H (H-3 e H-5)], e os hidrogênios trans-

olefínicos em δ 7,66 [d, J = 15,97 Hz, 1H (H-7)] e δ 6,38 [d, J = 15,97 Hz, 1H (H-8)] 

correspondentes ao (E)-p-cumaroil (Figura 38) (AMARASINGHE et al., 2007; 

FEISTEL et al., 2017). A região do glucopiranosídeo também é semelhante, sendo 

observada na região de hidrogênios compreendida entre δ 4,53 e δ 3,17, com 

destaque para a presença do hidrogênio anomérico em δ 4,31 [d, J = 7,77 Hz, 1H (H-
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1’)] característico da configuração β (Figura 38) (AMARASINGHE et al., 2007; 

FEISTEL et al., 2017; LIU, 2011; ROSLUND et al., 2008).  

 

Figura 38 – Espectro RMN 1H (300 MHz, MeOD) da substância F, com destaque 

para H-2, H-3, H-5, H-6, H-7, H-8 e H-1’. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Os sinais característicos de uma ciclopentenona semelhante à observada em 

E estão presentes: um hidrogênio metínico em δ 2,69 (m, 1H), quatro hidrogênios 

metilênicos em δ 4,05 ( dd, J = 4,25 e 10,00 Hz, 1H), δ 3,82 ( dd, J = 6,70 e 10,00 Hz, 

1H), 2,88 (m, 1H) e δ 2,80 (m, 1H), e dois hidrogênios olefínicos em δ 7,87 (dt, J = 

2,66 e 5,44 Hz, 1H) e δ 6,14 (dt, J = 1,95 e 5,44 Hz, 1H) (Figura 39). Observa-se no 

espectro NOESY um padrão muito semelhante ao observado para substância E, onde 

os hidrogênios metilênicos em δ 4,05 (H-6a") e δ 3,82 (H-6b") se correlacionam com 

o hidrogênio metínico em δ 2,88 (H-1"). Já os hidrogênios do metileno em δ 2,80 (H-

5a") e δ 2,88 (H-5b") se correlacionam com dois hidrogênios olefínicos em δ 7,87 (H-

4") e δ 6,14 (H-3"). Assim, a subestrutura da substância F também foi caracterizada 

como 2-oxo-3-ciclopentenilmetila (Figura 37).  
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Figura 39 - Espectro RMN 1H (300 MHz, MeOD) da substância F, com destaque 

para os hidrogênios H-4”, H-3”, H-5a”, H-5b", H-1”, H-6a" e H-6b”. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Através das análises de RMN, as substâncias E e F foram caracterizadas como 

(E)-p-cumaroil-6’-O-β-glucopiranosídeo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila (Figura 40), 

porém, por apresentarem tempos de retenção distintos nas análises de CLAE, pode-

se afirmar que exista diferenças entre elas. É possível que E e F sejam 

diasteroisômeros, porém mais análises precisam ser realizadas para se determinar as 

diferenças entre essas substâncias.  
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Figura 40 – Estrutura química de (E)-p-cumaroil-6’-O-β-glucopiranosídeo-2-oxo-3-

ciclopentenilmetila. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  
 

Na análise de RMN 1H da substância H também se destaca a presença de 

hidrogênios orto-acoplados em δ 7,68 [d, J = 8,70 Hz, 2H (H-2 e H-6)] e δ 6,78 [d, J = 

8,70 Hz, 2H (H-3 e H-5)] característicos de anel aromático para-substituído. Porém, 

ao contrário das substâncias D, E e F, observam-se hidrogênios cis-olefínicos em δ 

6,90 [d, J = 12,82 Hz, 1H (H-7)] e δ 5,81 [d, J = 12,82 Hz, 1H (H-8)] o que torna a 

substância H a única com características do (Z)-p-cumaroil (Figura 41 e 42) 

(AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et al., 2017). A substância H apresenta a 

região de hidrogênios do β-glucopiranosídeo compreendida entre δ 4,50 e δ 3,14, com 

destaque para o hidrogênio anomérico em δ 4,25 [d, J = 7,82 Hz, 1H (H-1’)] (Figura 

42) (AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et al., 2017; LIU, 2011; ROSLUND et al., 

2008).  

 

Figura 41 – Estrutura química parcial da substância H. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  
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Figura 42 – Espectro RMN 1H (500 MHz, MeOD) da substância H, com destaque 

para H-2, H-3, H-5, H-6, H-7, H-8 e H-1’. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Assim como nas demais substâncias, por meio da análise dos espectros de 

RMN 1H foi identificada para H a presença dos sinais característicos de 

ciclopentenona, sendo eles um hidrogênio metínico em δ 2,63 (m, 1H), quatro 

hidrogênios metilênicos em δ 3,97 ( dd, J = 4,51 e 10,11 Hz, 1H), δ 3,80 (dd, J = 3,81 

e 10,11 Hz, 1H), δ 2,84 (m, 1H) e δ 2,74 (m, 1H), e dois hidrogênios olefínicos em δ 

7,82 (m, 1H) e δ 6,14 (m, 1H) (Figura 43). No espectro de COSY da substância H 

observa-se um padrão muito semelhante ao observado para as substâncias E e F, 

onde os hidrogênios metilênicos em δ 3,97 (H-6a") e δ 3,80 (H-6b") se correlacionam 

com o hidrogênio metínico em δ 2,63 (H-1"). Já os hidrogênios do metileno em δ 2,84 

(H-5a") e δ 2,74 (H-5b") foram correlacionados com dois hidrogênios olefínicos em δ 

7,82 (H-4") e δ 6,14 (H-3"). Dessa maneira, a substância H foi então caracterizada 

como (Z)-p-cumaroil-6’-O-β-glucopiranosídeo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila (Figura 44). 
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Figura 43 -Espectro RMN 1H (500 MHz, MeOD) da substância H, com destaque para 

H-4”, H-3”, H-5a”, H-5b", H-1”, H-6a" e H-6b”. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Figura 44 – Estrutura química proposta para a substância H. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Em suma, as substâncias foram caracterizadas como: E-cumaroil-6’-O-β-D-

glicosideo-4-oxo-2-ciclopentenilmetila (D); E-cumaroil-6’-O-β-D-glicosideo-2-oxo-3-

ciclopentenilmetila (E e F); e Z-cumaroil-6’-O-β-D-glicosideo-2-oxo-3-

ciclopentenilmetila (H) (figura 45). Ciclopentenonas são estruturas raras em PNs e 

costumam ser encontradas no ácido 12-oxofitodienoico (I), um precursor do ácido 
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jasmônico (II), e também em prostaglandinas de musgos e vegetais marinhos 

(TAYLOR, PYKE e PYKE, 1991). 

 

Figura 45 – Estruturas químicas propostas para as substâncias de FB3 da X. pockia. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Há, na literatura, relatos da presença de ciclopentanos em glicosídeos 

cianogênios e ácidos graxos encontrados na família Flacourtiaceae, que tem como 

precursor comum a ciclopentenilglicina (III) (Figura 46) (SELMAR et al, 2010; 

REHFELDT et al, 1980; OLAFSDOTTIR et al, 1992). Como a família Flacourtiaceae 

foi extinta e seus gêneros divididos entres as famílias Salicaceae e Achariaceae 

(CHASE et al, 2002; APG III, 2009), pode-se assumir que a biogêneses das 

ciclopentenonas identificadas nesse trabalho podem estar ligadas a 

ciclopentenilglicina (III). Além disso, outra espécie do gênero Xylosma, apresenta em 

sua constituição fitoquímica o ácido chaulmoógrico (IV) que é um ácido graxo 

ciclopentenóide, e glicosídeos fenólicos (xylocosides D–G) (29-32) (Figura 47) 

esterificados com o ácido 2-hidroxiciclopentanocarboxílico (V), que possuem 

biogênese semelhante (XU et al., 2008). 

Amarasinghe e colaboradores (2007) sugerem que a biossíntese de S-

ciclopentenonas se dá pela oxidação em C-4 e a redução da função carboxílica do 

ácido aleprólico (VI) (Figura 46), um derivado da ciclopentenilgicina precursor de 

ciclopentenil ácidos graxos. Supondo que as ciclopentenonas isoladas nesse trabalho 

sejam formadas por meio dessa mesma rota biossintética, é possível inferir que estas 

também possuam estereoquímica S.  
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Figura 46 – Estrutura química de substâncias naturais contendo ciclopentenonas e 

de seus precursores. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura 47 – Estrutura química dos xylocosides D–G. 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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5.2 ATIVIDADE BIOLÓGICA 

 

5.2.1 Avaliação da atividade antifúngica 

 

A atividade antifúngica das frações FAE e FB3 foi avaliada por meio do ensaio 

de microdiluição (CLSI, 2008), utilizando 9 linhagens de C. gattii, 9 linhagens de C. 

neoformans, e os fármacos fluconazol (FLU) e anfotericina B (AMB) como controle. 

Na tabela 5 são apresentados os resultados de concentração inibitória mínima (CIM) 

para FAE e FB3 frente às linhagens de C. gattii e C. neoformans, respectivamente. 

 

Tabela 5 - Concentração inibitória mínima (CIM) de FAE, FB3, FLU e AMB, frente às 

linhagens de C. gattii e C. neoformans.  

Linhagens 
FAE 

(µg/mL) 
FB3 

(µg/mL) 
FLU 

(µg/mL) 
AMB 

(µg/mL) 

C. gattii 

L28/02 (C) 4 21 4 1,25 

196 L 03 (C) 1 2,63 8 1,25 

1913 ER (C) 4 1,31 16 5 

L 27/01 (C) 8 21 8 1,25 

LM 818 (C) 2 2,63 8 5 

L 24/01 (C) 8 21 8 5 

547/OTTI (A) 2 10,5 16 5 

ATCC 24065 8 5,25 2 1,25 

ATCC 32608 4 21 2 0,62 

C. neoformans 

5396 (C) 16 10,5 1 0,5 

96806 (C) 0,5 10,5 8 0,5 

27 JF (C) 8 0,16 2 0,5 

WP (C) 8 5,25 8 0,5 

H 99 (C) 4 2,63 4 0,5 

C 31 (A) 4 5,25 4 1 

ATCC 24067 1 5,25 4 0,5 

ATCC 28957 4 5,25 2 0,25 

ATCC 62066 8 10,5 2 0,25 
Legenda: A CIM representa a concentração da amostra capaz de inibir o crescimento in 

vitro do respectivo isolado. C: isolados clínicos; A: Isolados ambientais; ATCC: American Type 
Culture Collection, FLU: fluconazol; AMB: anfotericina B. Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Como pode ser observado na tabela 5, os valores de CIM observados para FAE 

encontram-se entre 1 e 8 μg/mL frente a C. gattii e entre 0,5 e 16 μg/mL frente a C. 

neoformans. Já FB3 apresenta CIM entre 1,31 e 21 μg/mL frente a C. gattii e 0,16 a 



 
 

81 
 

10,5 μg/mL frente a C. neoformans. Os valores de CIM observados para FAE e FB3 

revelam uma potente atividade antifúngica para as frações. Segundo Rios e Recio 

(2005), extratos e frações de plantas que apresentam CIM ≤ 100 μg/mL são 

considerados fontes promissoras de substâncias com atividade antimicrobiana e 

abrem novas possibilidade para a descoberta de moléculas ativas.  

Na tabela 5 também é possível observar que FAE apresentou, de modo geral, 

valores de CIM inferiores aos apresentados por FB3. Esse fenômeno pode ser 

explicado de duas maneiras distintas: a presença de sinergismo entre as substâncias 

presentes em FAE, ou seja, o conjunto de substâncias juntas produziriam o efeito 

antifúngico observado (MUNDY; PENDRY; RAHMAN, 2016; YARNELL, 2015); ou as 

substâncias presentes em FB3, apesar de apresentarem atividade antifúngica, não 

são as principais responsáveis pela atividade de FAE. O isolamento e avaliação da 

atividade das substâncias presentes em ambas as frações é fundamental para que o 

comportamento observado possa ser explicado. 

Por outro lado, FB3 apresentou CIM duas vezes menor que o observado para 

FAE para as linhagens 1913 ER e ATCC 24065 de C. gattii e para as linhagens 

clínicas 5396, 27 JF, WP, H99 de C. neoformans. Destaca-se o CIM de FB3 para as 

linhagens clínicas 1913 ER (1,31 μg/mL) e 27 JF (0,16 μg/mL), concentrações mais 

potentes que as observadas para AMB, principal fármaco utilizado no tratamento das 

criptococose. Além disso, é importante destacar que FAE e FB3 apresentaram 

atividade semelhante ou até mais potente que o FLU, um dos principais fármacos 

utilizados no tratamento de criptococose.  

O tratamento padrão para criptococose é longo e de elevada toxicidade, 

consistindo na administração de AMB desoxicolato e 5-FC por uma semana, seguida 

de FLU por 7 a 14 dias (LAWRENCE et al., 2018; MORACE; BORGHI, 2010; TU et 

al., 2019). Em países, como o Brasil, que não dispõem de 5-FC, a OMS recomenda o 

uso de AMB desoxicolato e FLU por duas semanas (OMS, 2018). A toxicidade do 

tratamento está diretamente relacionada à AMB, fármaco conhecido pela elevada 

presença de efeitos adversos. Sabe-se ainda que os casos de resistência a 

antifúngicos azólicos, principalmente ao FLU, vêm aumentando nas últimas décadas, 

o que compromete a efetividade do tratamento da criptococose (BONGOMIN et al., 

2018; CHEONG; MCCORMACK, 2013). Ao apresentar atividade semelhante e por 

vezes até mais potente que o FLU, FAE e FB3 podem ser consideradas fontes 
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potencialmente promissoras para a descoberta de novos líderes para o 

desenvolvimento de fármacos para o tratamento da criptococose, uma vez que 

apresentam substâncias com elevado potencial antifúngico. As substancias D, E, F e 

H estão sendo avaliadas quanto à atividade antifúngica frente a linhagens de 

Cryptococcus spp. 

 

5.2.2 Avaliação da citotoxicidade  

 

A citotoxicidade de FAE e FB3 foi determinada através de experimentos de 

viabilidade celular em culturas de macrófagos RAW 264.7 e J774A.1. Como pode ser 

observado nas figuras 49 e 50, em concentrações até 5 μg/mL de FAE, a viabilidade 

dos macrófagos foi superior a 70%. Já para FB3 observa-se viabilidade superior a 

70% em concentrações inferiores a 25 μg/mL para macrófagos RAW 264.7 e 

concentrações inferiores a 0,5 μg/mL para macrófagos J774A.1 

 

Figura 49- Viabilidade celular de macrófagos RAW 264.7 tratados com FAE e FB3, 

após 48 horas de cultura. 

Legenda: A) viabilidade celular de FAE; B) viabilidade celular de FB3. Fonte: Elaborado pela 

autora. 
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Figura 50 - Viabilidade celular de macrófagos J774A.1 tratados com FAE e FB3, 

após 48 horas de cultura. 

 

Legenda: A) viabilidade celular de FAE; B) viabilidade celular de FB3. Fonte: Elaborado pela 

autora. 

 

Segundo a ISO 10993-5 (2009) são consideradas substâncias não citotóxicas, 

em ensaios de MTT, aquelas que mantenham a viabilidade celular em valores 

superiores a 70%. Em vista disso, concentrações de FAE pode ser considerada não 

citotóxicas na faixa de concentração entre 0,5 μg/mL e 4 μg/mL. Entretanto, para 

algumas linhagens foram observadas CIMs entre 8 μg/mL a 16 μg/mL, citotóxicas para 

ambos as linhagens de macrófagos. As concentrações ativas de FB3 variam de 0,16 

μg/mL a 21 μg/mL, sendo considerada não citotóxica frente macrófagos RAW 264.7. 

Porém, para as células J774A.1 apenas a CIM de 0,16 μg/mL mL pode ser 

considerada não citotóxica através desses experimentos. Em ensaios de viabilidade 

celular, diferentes resultados são esperados já que linhagens diferentes costumam 

apresentar susceptibilidade específica e distinta para uma mesma amostra 

(GUNAWARDENA et al., 2015).  

De posse de dados de atividade biológica e informações sobre citotoxicidade, 

foi possível inferir o índice de seletividade (IS) das frações avaliadas, permitindo traçar 

um perfil de segurança preliminar para as amostras. O IS é um parâmetro que 

demonstra a relação entre eficácia e segurança de um extrato ou substância, e é 

calculado por meio da divisão do IC50 pelo CIM (ADAMU; NAIDOO; ELOFF, 2012). 

Uma substância antifúngica é considerada potencialmente segura quando o IS é igual 

ou maior que 1, ressaltando que quanto maior for o IS, maior será a segurança da 

substância (ADAMU; NAIDOO; ELOFF, 2012; GULLO et al., 2012).  
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Os valores de IC50 para FAE e FB3 em macrófagos RAW 264.7 foram, 

respectivamente, 12,24 μg/mL e 31,69 μg/mL, enquanto que, para J774A.1 foram 7,30 

μg/mL e 6,72 μg/mL, respectivamente. Na tabela 6 é possível observar os valores de 

IS para FAE e FB3 para todas as linhagens de Cryptococcus testadas. Observa-se 

que algumas linhagens apresentam IS < 1, o que representa uma toxicidade 

inespecífica (DE SOUZA et al., 2014; SHAI et al., 2008). No entanto, de modo geral, 

as frações apresentam IS > 1, mostrando-se seguras para o prosseguimento dos 

estudos de atividade anticriptocóccica. Os melhores resultados foram observados 

para a subfração FB3 frente à linhagem 27 JF (C), com IS = 198,06 (RAW 264.7) e IS 

= 42 (J774A.1), sugerindo elevada seletividade e perfil de segurança promissor. 

 

Tabela 6 – Índice de seletividade (IS) de FAE e FB3 calculado com base no IC50 em 

macrófagos RAW 264.7 e J774A.1. 

Linhagens 

FAE FB3 

CIM 
(µg/mL) 

IS 
CIM 

(µg/mL) 

IS 

RAW 
264.7 

J774A.1 
RAW 
264.7 

J774A.1 

C. gattii 

L28/02 (C) 4 3,06 1,83 21 1,51 0,32 

196 L 03 (C) 1 12,24 7,30 2,63 12,05 2,56 

1913 ER (C) 4 3,06 1,83 1,31 24,19 5,13 

L 27/01 (C) 8 1,53 0,91 21 1,51 0,32 

LM 818 (C) 2 6,12 3,65 2,63 12,05 2,56 

L 24/01 (C) 8 1,53 0,91 21 1,51 0,32 

547/OTTI (A) 2 6,12 3,65 10,5 3,02 0,64 

ATCC 24065 8 1,53 0,91 5,25 6,04 1,28 

ATCC 32608 4 3,06 1,83 21 1,51 0,32 

C. neoformans 

5396 (C) 16 0,77 0,46 10,5 3,02 0,64 

96806 (C) 0,5 24,48 14,60 10,5 3,02 0,64 

27 JF (C) 8 1,53 0,91 0,16 198,06 42,00 

WP (C) 8 1,53 0,91 5,25 6,04 1,28 

H 99 (C) 4 3,06 1,83 2,63 12,05 2,56 

C 31 (A) 4 3,06 1,83 5,25 6,04 1,28 

ATCC 24067 1 12,24 7,30 5,25 6,04 1,28 

ATCC 28957 4 3,06 1,83 5,25 6,04 1,28 

ATCC 62066 8 1,53 0,91 10,5 3,02 0,64 

Legenda: CIM: concentração da amostra capaz de inibir o crescimento in vitro da linhagem; 
C: isolados clínicos; A: Isolados ambientais; ATCC: American Type Culture Collection. Nota: 
O IS foi calculado pela divisão do IC50 pelo CIM. Os valores de IC50 para RAW 264.7 foram 
12,24 μg/mL (FAE) e 31,69 μg/mL (FB3), e para J774A.1 foram 7,30 μg/mL (FAE) e 6,72 
μg/mL (FB3). Fonte: Elaborado pela autora.  
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Observa-se, que de modo geral, nas concentrações ativas (0,5 a 8 μg/mL para 

FAE e 0,16 a 21 μg/mL para FB3) as frações não apresentaram citotoxicidade 

considerável para macrófagos RAW 264.7. Por outro lado, quando analisadas frente 

a macrófagos J774A.1, observa-se uma potencial citotoxicidade, onde a subfração 

FB3 só seria considerada segura frente à linhagem 27 JF (C) (0,16 μg/mL). Já a fração 

FAE apresentou segurança nas concentrações inferiores a 4 μg/mL. O cálculo de IS 

reforça a segurança para as concentrações ativas entre 0,5 a 4 μg/mL de FAE tanto 

para RAW 264.7 quanto pra J774A.1. Já para FB3, o IS demostra que todas as 

concentrações são seguras frente RAW 264.7, porém concentrações de 10,5 e 21 

μg/mL apresentam toxicidade inespecífica para J774A.1. O IS é um importante valor 

de orientação geral, porém não pode ser usado como parâmetro exclusivo para decidir 

se uma substância é segura ou não (POLAQUINI et al., 2017). Outros testes de 

citotoxicidade devem ser conduzidos, utilizando linhagens celulares e metodologias 

alternativas, a fim de se determinar a segurança das frações FAE e FB3.   
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6 CONCLUSÕES  

 

O presente estudo, realizado com as folhas de X. prockia, permitiu a obtenção 

e caracterização da fração acetato de etila (FAE) e da subfração FB3. A 

caracterização permitiu identificar a presença majoritária de glicosídeos fenólicos na 

composição de FAE. A caracterização de FB3 demonstrou que esta se trata de uma 

mistura de isômeros geométricos e de posição, sendo isoladas quatro substâncias. A 

substância D foi caracterizada como E-cumaroil-6’-O-β-D-glicosideo-4-oxo-2-

ciclopentenilmetila, sendo aqui descrita pela primeira vez para o gênero Xylosma. As 

substâncias E, F e H são inéditas na literatura e foram caracterizadas como: E-

cumaroil-6’-O-β-D-glicosideo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila (E e F) e Z-cumaroil-6’-O-β-

D-glicosideo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila (H). As frações FAE e FB3 apresentaram 

potente atividade antifúngica frente a linhagens de Cryptococcus spp., com certa 

citotoxicidade em alguns experimentos. A necessidade de mais estudos é clara, 

principalmente referente às substâncias isoladas, a fim de se esclarecer a relação 

destas com a atividade biológica e a citotoxicidade observada, de maneira que 

possam servir como protótipos para o desenvolvimento de fármacos a serem 

utilizados no tratamento da criptococose. 
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APÊNDICE I 

 

Figura I – Espectro EM da substância XP1 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura II - Espectros EM e EM2 da substância XP2 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura III - Espectros EM e EM2 da substância XP3 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura IV - Espectros EM da substância XP4 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura V - Espectros EM da substância XP5 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura VI - Espectros EM e EM2 da substância XP6 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura VII - Espectros EM da substância XP7 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura VIII - Espectros EM da substância XP8 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura IX - Espectros EM e EM2 da substância XP9 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura X - Espectros EM e EM2 da substância XP10 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura XI - Espectros EM e EM2 da substância XP11 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura XII - Espectros EM e EM2 da substância XP12 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura XIII - Espectros EM e EM2 da substância XP13 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura XIV - Espectros EM e EM2 da substância XP14 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura XV - Espectros EM e EM2 da substância XP15 

 

 

 Fonte: Elaborado pela autora. 
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APÊNDICE II 

 

Figura XVI – Espectros de C13 RMN (500 MHz, MeOD) da substância D. 

 

Fonte: elaborado pela autora. 
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Figura XVII – Espectros de H1 RMN (500 MHz, MeOD) da substância D. 

 

Fonte: elaborado pela autora. 
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Figura XVIII – Espectro bidimensional HSQC (500 MHz, MeOD) da substância D. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura XIX – Espectro bidimensional HMBC (500 MHz, MeOD) da substância D. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura XX – Espectro bidimensional COSY (500 MHz, MeOD) da substância D. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura XXI – Espectro bidimensional NOESY (500 MHz, MeOD) da substância D. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura XXII – Espectros de H1 RMN (500 MHz, MeOD) da substância E. 

 

Fonte: elaborado pela autora. 
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Figura XXIII – Espectro bidimensional COSY (500 MHz, MeOD) da substância E. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura XXIV – Espectro bidimensional NOESY (500 MHz, MeOD) da substância E. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura XXV – Espectros de H1 RMN (300 MHz, MeOD) da substância F. 

 

Fonte: elaborado pela autora. 
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Figura XXVI – Espectro bidimensional NOESY (300 MHz, MeOD) da substância F. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura XXVII – Espectros de H1 RMN (500 MHz, MeOD) da substância H. 

 

Fonte: elaborado pela autora. 
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Figura XXVIII – Espectro bidimensional COSY (500 MHz, MeOD) da substância H. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 


