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Resumo

Resumo

ESTUDO FITOQUIMICO DE Helietta puberula (RUTACEAE), Simarouba
versicolor (SIMAROUBACEAE) E BUSCA DE UM PROCESSO DE
MICROENCAPSULACAO DE COMPOSTOS ATIVOS, VISANDO O
CONTROLE DE FORMIGAS CORTADEIRAS — Este trabalho apresenta o
estudo fitoquimico de duas plantas: Helietta puberula (Rutaceae) e Simarouba
versicolor (Simaroubaceae), biomonitorado através de ensaios em trés modelos
biologicos: formigas cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa), seu fungo
simbionte (Leucoagaricus gongylophorus) e enzimas pectinases. Os ensaios
biologicos de extratos e fragdes mostraram que as plantas selecionadas sdo
promissoras no controle de formigas cortadeiras. O estudo fitoquimico dos
extratos e fragdes ativas levou a identificagdo de 34 substancias de diferentes
classes: esterdides (sitosterol, estigmasterol, sitostenona, estigmastenona,
campestenona e 3/-O-3/D-glucopiranosil sitosterol); triterpenos do tipo
tirucalano (22S,3 a-diidroxitirucala-7,24-dien-23-ona); esqualeno (eurileno) e
lupanico (lupeol e lupenona); alcaldides do tipo quinolonico (N-metil-4-metoxi-
2-quinolona, furoquinolinicos (dictamina, y-fagarina, kokusaginina, maculina,
flindersiamina), acridonico (arborinina); cantinénicos (4,5-dimetdxicantin-6-ona
e 5-metoxicantin-6-ona) e do tipo f-carbonilicos (7-hidroxi-1-etilf-carbolina e
7-hidroxi-1,1’-propionato de metila f-carbolina); flavondides (flavona,
isosakuranetina e da 5,7,3’,4°,5’-pentametoxiflavona) e do estilbeno; de
cumarinas (7-hidroxicumarina, 6,7-dimetoxicumarina, 6-hidroxi-7,8-
dimetoxicumarina, 3’-(1’,1’-dimetilalil)-isoescopoletina, metileter-
graveliferona); quassindides (glaucarubolona e glaucarubinona) e de dois
derivados do 4cido cinamico (3,4,5-trimetoxicinamato de metila e 3.,4-
dimetoxicinamato de geranila). Dentre essas substancias, os alcaldides do tipo
furoquinolinicos e cantindnicos, a flavona e os quassinoides, apresentaram
inibicao de até 100% no crescimento do fungo L. gongylophorus e sobrevivéncia
média de 7 dias num experimento de 23 dias nos ensaios com A. sexdens
rubropilosa. O estudo da quitosana como matriz no processo de
microencapsulagdo, visando a estabilidade do principio ativo, a redug¢dao na
toxicidade em mamiferos e protecdo ao homem e ao meio ambiente, mostrou-se
muito promissora, necessitando-se ainda um estudo mais aprofundado para
reducdo no tamanho das cépsulas para futuramente vir a ser utilizada para
microencapsulamento de substancias ativas.



Resumo

Abstract

PHYTOCHEMICAL INVESTIGATION OF Helietta puberula (RUTACEAE),
Simarouba  versicolor (SIMAROUBACEAE) AND SEARCH OF
MICROENCAPSULATION TECHNICAL OF THE ACTIVES COMPOUNDS
FOR THE CONTROL OF LEAF-CUTTING ANTS - This work involved the
bioassay-guided study of Helietta puberula (Rutaceae) e Simarouba versicolor
(Simaroubaceae). The biossays were carried out with leaf-cutting ants Atta
sexdens rubropilosa, antifungal activity against the symbiotic fungus
Leucoagaricus gongylophorus and inhibition of the enzymatic activity of
pectinases. The results obtained with extracts and fractions showed that the
selected plants were promising source of compounds in the control against leaf-
cutting ants. The phytochemical investigation of active extracts and fractions
allowed the isolation of 31 compounds of differences types such as: steroids (/-
sitosterol, stigmasterol, sitostenone, stigmastenone, campestenone and 3 -O-3 /-
D-glucopyranosil sitosterol); triterpenes of the tirucalane type (225,3a-
dihydroxytirucal-7,24-dien-23-one), esqualene (eurilene) and lupanic (lupeol
and lupenone); quinoline alkaloids (N-metil-4-methoxy-2-quinolone),
furoquinolinic alkaloids (dictamine, vy-fagarine, kokusaginine, maculine,
flindersiamine), acridonic alkaloids (arborinine); canthinonic alkaloids (4,5-
dimethoxycanthin-6-one and 5-methoxycanthin-6-one) and of the [-carboline
types of alkaloids (7-hidroxy-ethyl f-carboline and 7-hidroxy-1,1’-propyonate of
methyl f-carboline); flavonoids (flavone, isosakuranetine and 5,7,3°,4°,5’-
pentamethoxyflavone); one stilbene (22); coumarins (7-hidroxycoumarin, 6,7-
dimethoxycoumarin, 6-hydroxy-7,8-dimethoxycoumarin, 3-(1’,1°-
dimethylalyl)-isoescopoletin, methylether-graveliferone); quassinoids
(glaucarubolone and glaucarubinone) and two cinnamic acids derivatives
(methyl 3.,4,5-trimethoxycinnamate and geranyl 3,4-dimethoxycinnamate).
Among these substances, furoquinoline and canthinonic alkaloids, flavone and
the quassinoids were active against the L. gongylophorus fungus; inhibiting
100% of its grownth and also showed inhibition against leaf-cutting ants
survivel biossay. The study of chitosan as matriz on the microencapsulation
process; to the encapsulation of the bioactive compound, reduction of the
mammalian toxicity, protection Humans and also the environment; showed very
promising results, but more study is necessary mainly to reduce the size of the
particle
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1 — Introducio

1.1 — Formigas Cortadeiras

As formigas sdo pertencentes a classe Insecta, ordem Hymenoptera,
familia Formicidae, subfamilia Myrmicinae, tribo Attini € sdo consideradas
formigas cortadeiras todas as espécies do género Atta, popularmente conhecidas
como sauvas; do género Acromyrmex, conhecidas como quenquéns e também
algumas dos géneros Trachymyrmex, Sericomyrmex e Apterostigma, porém, o
ninho destes trés Gltimos géneros sao muito pequenos ¢ o dano causado sdo
insignificantes (JUSTI-JUNIOR et al., 1996).

Conhecidas pelo poder de destruigdo de um grande ntimero de
espécies vegetais e pelo prejuizo econdmico causado a agricultura, estas
formigas (BERTI FILHO et al., 1992) encontram-se distribuidas desde o sul dos
Estados Unidos até a regido central da Argentina, ndo ocorrendo nas regioes
transandinas da América do Sul e em algumas ilhas das Antilhas (FARJI-
BRENNER ¢ RUGGIERO, 1994).

Na América do Sul, o Brasil é o pais que possui o maior nimero de
espécies de salvas, seguido da Argentina ¢ do Paraguai. Na agricultura e
silvicultura brasileira, a subespécie Atta sexdens rubropilosa, conhecida como
“sauva-limao”, ¢ considerada uma praga de grande importincia, pois causa
sérios prejuizos as espécies de Eucalyptus e Pinus (BOARETTO & FORTI,
1997).

As formigas cortadeiras sdo caracterizadas por manterem uma
relacdo de simbiose com um fungo existente em seu ninho. Em 1986, SINGER
caracterizou esse fungo como sendo Leucoagaricus gongylophorus,
nomenclatura esta, confirmada por FISHER e colaboradores em 1994.

Varios estudos relatam a relacdo de simbiose existente entre as
formigas cortadeiras e o seu fungo simbionte L. gongylophorus. RODIONOVA
e BEZBORODOV, 1997, relataram que as formigas alimentam a cultura fiingica
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com substrato vegetal, que ¢ composto por polimeros complexos que
representam 70 a 90% do seu peso seco.

As pectinas representam um ter¢o do peso seco do tecido vegetal de
dicotiledoneas e algumas monocotiledoneas, desempenhando fungdes de agente
hidratante e de material cimentador para a rede de fibras de celulose (SAKAI et
al., 1993; THARKUR et al., 1997) sendo necessario um complexo enzimatico
para promover a degradagdo da pectina no tecido vegetal. Enzimas que
degradam os polissacarideos vegetais em agucares redutores foram detectadas
no fungo simbionte (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA, 1999) e também
encontradas no liquido fecal de 4. colombica tonsipes (MARTIN et al., 1975) e
A. sexdens rupropilosa (SIQUEIRA, 1997; SILVA, 1999). Sendo assim, as
formigas utilizam o fungo simbionte para promover esse processo de
degradagdo, uma vez que ndo sdo capazes de degradar a pectina diretamente,
tornando-se as pectinases, um bom alvo no controle das formigas. A FIGURA
1.1 representa resumidamente a associacdo simbidtica entre as formigas

cortadeiras e o fungo L. gongylophorus.

e

susstrato s@}-
L b {
L AN
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FIGURA 1.1 — Simbiose entre as formigas cortadeiras e o fungo L.

gongylophorus
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1.2 — Meétodos de Controle

Os prejuizos causados pelas formigas cortadeiras sao consideraveis
e, embora tenham preferéncia por determinadas espécies de plantas, quase todas
as culturas sdo atacadas e danificadas pelas formigas. Elas cortam as folhas e
ramos tenros, podendo destruir completamente as plantas ¢ em sistemas
tropicais, chegam a consumir até 17% da producdo florestal (CHERRETT,
1986).

Em ecossistemas naturais as formigas cortadeiras nao atacam todas
as espécies disponiveis com igual freqiiéncia e estio em equilibrio com outras
espécies de insetos (HOWARD & WIEMER, 1986). Uma vez que as formigas
sdo originarias das matas nativas, a substituicdo destas matas por grandes areas
de monoculturas favorece a multiplicagdo, podendo vir a se constituir em
pragas, devido a fatores como: abundéncia de recursos alimentares, escassez de
inimigos naturais, menor competicdo, entre outros (BENTO & DELLA LUCIA,
1993). Sabendo-se que a acdo das formigas cortadeiras também apresenta
aspectos positivos ao meio ambiente, pois elas podam a vegetagao estimulando o
crescimento de algumas plantas, decompdem rapidamente o material vegetal e
reviram e arejam o solo (Haines, 1978 apud SCHNEIDER, 2000), o combate a
esses insetos nao seria uma alternativa adequada, e sim o seu controle.

As formigas cortadeiras podem ser controladas através de métodos
mecanicos, culturais, biologicos e quimicos. O controle mecanico manual
praticamente ndo ¢ utilizado, em virtude de ser de viabilidade restrita a pequenas
areas e em ninhos com até 4 meses de idade.

O controle bioloégico ¢ uma area promissora de pesquisa, mas
atualmente estd clara a necessidade de mais conhecimentos bioldgicos basicos
para que estratégias de controle possam ser de fato aplicadas com seguranca,
principalmente em relagdo ao ecossistema.

M¢étodos quimicos para controle de formigas cortadeiras sdo os

mais freqiientemente utilizados, sendo o produto quimico toxico aplicado
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diretamente nos ninhos, nas formulagdes pd, liquido, gases ou iscas granuladas
(BOARETTO & FORTI, 1997).

Atualmente o emprego de iscas granuladas tem sido o método mais
empregado, pois oferece maior seguranga ao operador, dispensa mao-de-obra e
equipamentos especializados e permite o tratamento de formigueiros em locais
de dificil acesso (LOECK & NAKANO, 1984). Compreendem um substrato
atrativo em mistura com um principio ativo toxico, em pastilhas. O inseticida ¢
geralmente dissolvido em 6leo de soja refinado e, posteriormente, incorporado
ao substrato. O substrato atrativo efetivo e amplamente utilizado ¢ a polpa
citrica desidratada. A polpa citrica parece ser apropriada para utilizacdo como
substrato para o desenvolvimento do fungo simbionte, apresentando-se
levemente acida, alto conteido de carboidrato, contendo ainda nitrogénio e
grande variedade de vitaminas e microelementos (BOARETTO & FORTI,
1997).

A inexisténcia de inseticidas de origem natural que fossem mais
seletivos e menos prejudiciais ao meio ambiente, fizeram com que o Grupo de
Produtos Naturais do Departamento de Quimica da UFSCar em conjunto com o
Centro de Insetos Sociais (CEIS) da UNESP — Rio Claro, estudassem plantas
potencialmente toxica a essas formigas. Através de estudos realizados pelo
grupo, LEITE, 2000 e GAMBOA, 2001, verificaram que substancias como os
acidos graxos de cadeia curta (C6 — C12), as lignanas sesamina e sesamolina
inibem em 80% o crescimento do fungo simbionte, a concentracdo de 100ug/ml.
Em dados mais recentes, LEITE, 2005, verificou que o limonéide fotogedunina
a concentracdo de 25ug/mL, inibe em 100% o crescimento do fungo simbionte,
sendo que este mesmo limondide, apresenta Ssy de 9 dias, tendo um controle de
24 dias. Dentre as substancias testadas, o alcaloide ricinina, foi o mais ativo

frente as formigas cortadeiras, porém, apresenta efeito toxico a mamiferos.



Introducdo

1.2.1 — Microencapsulac¢ao

Nos anos 80, a microencapsulacdo comecou a se firmar como uma
tecnologia de compartimentalizagdo das substancias diversas, possibilitando a
manutencao ou o isolamento de agente ativo no interior das microesferas ou das
microcapsulas cujas dimensdes variam de nandmetros a alguns milimetros de
diametros. Devido ao seu avango promissor, os cientistas das areas tecnoldgicas
estdo usando o processo de microencapsulacdo nas aplicagdes industriais de
alimentos, de produtos de cosméticos, no setor de agricultura entre outros
(OLIVEIRA et al., 1992; DONBROW, 1991; ANDREO FILHO & OLIVEIRA,
1999).

A técnica de microencapsulamento de substancias ativas em iscas
inseticidas tem sido muito utilizada tanto na agricultura, quanto no uso
doméstico, por melhorarem a eficicia residual, possuirem estabilidade do
principio ativo contra a degradacao no ambiente e principalmente por reduzirem
a toxicidade para mamiferos (OHTSUBO, 1991). Baseado nestes relatos, esta

técnica foi considerada adequada para ser utilizada com substancias ativas.

A utilizagdao de quitosana, polimero obtido através da desacetilacao
da quitina, no processo de encapsulamento de substincias vem sendo uma
técnica muito promissora. Apos décadas sem esclarecer a estrutura e caracterizar
a quitina, foi somente na metade dos anos 70 que o Professor Ricardo
MUZZARELLI desvendou esse mito, esclarecendo algumas propriedades desta
molécula. Desde entdo, pesquisadores se interessaram pelo estudo e pela
descoberta de outras fontes desse composto natural.

A quitina ¢ um dos maiores polimeros naturais, encontrada em
véarios animais marinhos e insetos (MATHUR and NARAUG, 1990). E um
polimero de peso molecular relativamente alto (1,6 x 10°) e constituido
principalmente de unidades de B(1-> 4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose

(FIGURA 1.2).
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FIGURA 1.2 — Estrutura da quitina

Quando o grau de N-acetilacdo ¢ inferior a 50% a quitina apresenta-
se soluvel em solucdes acidas diluidas e ¢ chamada de quitosana (KAZUHIRO
et al., 1987). Na natureza a quitina se encontra em diferentes formas, como
microfibrilas nos tegumentos de crustdceos e insetos, cristalina hidratada,
polimérica e y-quitina (MATHUR and NARAUG, 1990).

A quitosana (1> 4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose obtida por
N-desacetilacio (FIGURA 1.3) ¢ um polimero biodegradivel (ANDREO
FILHO & OLIVEIRA, 1999) e quase atoxico, com DLs, em camundongos de
16g/kg (LEITE & TELAROLLI JUNIOR, 1997). Devido a facil degradagao e
por que os produtos gerados ndo sdo toxicos, a quitosana tem atraido a atengao
como excipiente para liberacdo controlada de farmacos, mas o seu uso tem sido
limitado por causa de sua insolubilidade em &4gua e em alguns solventes

organicos, tais como acetona, DMF, entre outros.

NHCOCH;
L —n

FIGURA 1.3 — Estrutura da quitosana

A presenca de grupos amino confere a quitosana solubilidade em

solventes organicos e inorganicos, diluidos na faixa especifica de pH até
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aproximadamente 6,0 e mais versatilidade quimica do que a celulose, assim
aumentando o seu campo de atuagao.

De acordo com ASAKO e colaboradores, 1991, a estrutura
molecular e as propriedades da quitosana sdo largamente afetadas pelo grau de
desacetilagdo existindo véarias técnicas para isso, como por exemplo, a titulagdo
coloidal por condutometria, a andlise elementar, absor¢do na regido do
infravermelho e a espectroscopia em RMN.

A quitosana, devido a presenga de grupos amino livres na sua
estrutura, pode reagir com glutaraldeido para formar ligacdes intermoleculares
ou reticuladas através das bases de Schiff resultantes, obtendo um formato de
redes. As ligagdes covalentes entre os grupos amino ¢ os aldeidos terminais
extremos do agente reticulante sdo irreversiveis e resistentes a pH e temperatura.
A razdo para o uso do agente reticulante bifuncional glutaraldeido (1-5
pentanodiol) € para inibir a solubilizagdo através da formagdo de bases de Schiff
com os grupos amino livres da unidade glucosamina do polimero, FIGURA 1.4.
A reticulacdo ocasiona um aumento da resisténcia biologica, quimica e

mecanica.



Introducdo

CHZOH CHZOH
0
-0 OH 0
O___.
NH
? NHCOCH;
) 0
\Y
\/C_<CH2>3—C1/
H H
CH,OH CH,OH
2 2 CH,OH CH,OH
0 0
0 0
OH OH
0 0 o@ 0—/OH N_o...
N NH
I 2 N NHCOCH;
c by
(CHy), (CJ|H2)3
T i

---O—OH O—OH O—OH O— OH O----
0 o) 0 0

CH,OH CH,0H CH,0OH CHOH

FIGURA 1.4 — Reticulacdo da quitosana com o glutaraldeido
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1.3 — Plantas Estudadas

1.3.1 — Familia Simaroubaceae

A familia Simaroubaceae ¢ composta de 32 géneros, constituindo
cerca de 250 espécies de arbustos e arvores distribuidos por todo o tropico. Ela
tem sido empregada na constru¢do, devido a qualidade de suas madeiras, ¢
também muito utilizada na medicina folclérica (VIEIRA, 1995).

Nos ultimos anos, aumentou-se o numero de estudos com essa
familia, devido relatos de suas propriedades antimaldrica, antiinflamatoéria,
antileucémica e atividades antivirais (MORETI, et al. 1995).

No Brasil, a familia Simaroubaceae ¢ representada pelos géneros
Quassia e Picrolemma, na regido Amazonica; Castela e Picrasma, no sul do pais;
¢ Simaba, Simarouba e Picrolemma os quais estdo presentes por todas as partes
do Brasil (HALL et al. 1983).

Espécies do género Simarouba, além de possuirem todas as
atividades acima mencionadas, possuem atividade inseticida (POLONSKY,
1985), motivo pelo qual, uma das plantas escolhidas para estudos, foi Simarouba
versicolor.

Na FIGURA 1.5, estdo representadas algumas substancias isoladas

de S. versicolor e seus derivados.
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FIGURA 1.5 — Substancias isoladas de S. versicolor (ARRIAGA et al., 2002)
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1.3.2 — Familia Rutaceae

Possuindo cerca de 150 géneros, com 1500 espécies amplamente
distribuidas nas regides tropicais e temperadas do globo terrestre, sendo mais
abundantes na América tropical, sul da Africa e Australia, a familia Rutaceae
constitui o maior grupo de plantas da ordem Rutales (WATERMAN &
GRUNDON, 1983). No Brasil existem cerca de 200 espécies, ja descritas.

A familia Rutaceae ¢ muito conhecida pela presenca de uma ampla
diversidade de metabolitos secundarios, entre eles, podem-se destacar os
alcaldides, especialmente os derivados do &cido antranilico, as cumarinas, as
lignanas, os flavonodides, os terpenoides e os limondides (WATERMAN, 1999).

Muitos desse metabodlitos possuem variadas atividades biologicas,
de grande importancia farmacologica (WATERMAN e GRUNDON, 1983),
despertando o interesse cada vez maior na investigagdo fitoquimica dessa
familia.

Os géneros da familia Rutaceae ja foram classificados de acordo
com suas caracteristicas morfoldgicas e quimicas (SILVA et al. 1988), sendo
que, segundo este ultimo, em cada subfamilia (¢ em cada tribo) foram agrupados
os géneros que apresentam diferenciacdo de cumarinas, alcaldides e limonoides.
Existem ainda controvérsias sobre o posicionamento taxonOmico de alguns
géneros, estimulando o estudo de espécies ainda nao investigadas.

O género Helietta tem distribuicdo neotropical, sendo encontrado
no Meéxico, Texas, Cuba, Venezuela, Colombia, Peru, Paraguai, norte da
Argentina e no Brasil (PIRANI, 1998). A maioria das espécies de Helietta sao
pequenas arvores ou arbustos perenes e ramificados. Existem poucos estudos a
respeito desse género, sendo a espécie mais estudada H. apiculata, apresentando
varios alcaldides do tipo furoquinolinos, que demonstraram atividade biologica
no sistema nervoso central (GOLOUBKOVA et al., 1998), algumas substancias

isoladas de plantas deste género estao representados na FIGURA 1.6.

11
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FIGURA 1.6 — Substancias isoladas de Helietta (GOLOUBKOVA et al., 1998)
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2 — Objetivos
Os principais objetivos deste trabalho foram:
- estudo fitoquimico de Helietta puberula (Rutaceae);
- estudo fitoquimico de Simarouba versicolor (Simaroubaceae);
- realizacdo de ensaios biologicos com extratos brutos, fragdes e substancias
puras, frente as formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa, ao seu fungo
simbionte € as enzimas pectinases;
- desenvolvimento de microcdpsulas a partir de quitosana, para

microencapsulagdao de substancias ativas visando sua aplicacdo no controle de

formigas cortadeiras.

13
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3 — Procedimento Experimental

3.1 — Materiais e Métodos

Suportes para cromatografia em coluna (CC):
e Silica gel 60 (70-230 mesh)
e Silica do tipo “flash” (230-400 mesh)
e Sephadex LH-20

Solventes para cromatografia:

e solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar.

Cromatografia em coluna:

e colunas de tamanhos variados, dependendo das quantidades a serem

cromatografadas.

Cromatografia em camada delgada:

e folhas de aluminio (com silica gel 60 F,s4, & = 0,2 mm) - Merck.

Reveladores:

e Radiagdo na regido do UV (254 e 360 nm)
e reagente de Dragendorff

e vanilina em acido sulfurico.

Cromatografia em camada delgada preparativa:

e placas preparativas (20 x 20cm) de silica gel 60 com indicador

UVs4.

Solventes para obtencao de espectros de RMN:

e deuterados: CDCl;, MeOD e Pyr-dg
15
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Materiais diversos utilizados para obtencdo das microcasulas:

e (uitosa
e 4cido acético glacial

e glutaraldeido

3.2 — Equipamentos

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear:

e Briker ARX 200 MHz e Britker DRX 400 MHz

CG-EM:
e GC-17A Shimadzu, GCMS-QP5000 Shimadzu

Coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm) - Ionizagdo por impacto eletronico a 70

e.V.

Condutivimetro:

e Micronal B330 — equipado com célula condutimétrica Digimed
DMC-010

Porosimetro:

e Micromeritics mod. Porosizer 9320

Microscopico Eletronico por Varredura:

e ZEISS —Mod. DSM940 A

Bomba Peristaltica:

e Amershan Biosciences — Mod. Pump P-1

16
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3.3 —Coleta e Identificacao do Material Botanico

Todas as partes vegetais de Simarouba versicolor e Helietta
puberula foram coletadas pelo grupo de Produtos Naturais da UFSCar,
juntamente com o professor Dr. Jos¢ Rubens Pirani, do Departamento de
Botanica da USP — Sao Paulo, que foi o responsavel pela identificagdo das

mesmas, TABELA 3.1.

TABELA 3.1 — Dados de coleta de Simarouba versicolor e Helietta puberula

Planta Partes Vegetais Local e Data Codigo
(g) da Coleta de Identificacdo
Simarouba Folhas (2.186,1) Prata — Minas
versicolor Galhos (759,0) Gerais 4756
Caule 3.475,6) ~ 20/01/2001

Folhas (810,0) Corumba — Mato
Helietta puberula  Galhos (902,0y ~ Grosso do Sul 4844

Caule (4.200,0) 25/01/2001

3.4 — Obtencao dos Extratos

As diversas partes vegetais foram secas, separadamente, em estufa
de ar a 45° C e pulverizadas em moinho do tipo Willey. A extragdo do material
moido foi realizada por maceracdo nos solventes hexano, diclorometano e
metanol, a temperatura ambiente, durante cinco dias, por trés vezes obtendo-se
os extratos conforme representado no FLUXOGRAMA 3.1. Foram obtidos no

total 18 extratos (TABELA 3.2), todos eles foram enviados para ensaios

17
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biologicos nas formigas cortadeiras, no fungo simbionte e nas enzimas

pectinases (item 3.8, p. 36).

Material vegetal
seco ¢ moido

“Torta”

v

Percolagdo com
solvente por 5 dias

A

EXTRATO

Filtragao

A 4

A

Concentragao do
solvente

FLUXOGRAMA 3.1 — Obtencao dos extratos de S. versicolor e H. puberula
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TABELA 3.2 — Extratos obtidos

Planta Parte Vegetal codigo Massas dos Extratos (g)

SVFH 17,900
Folhas SVFD 20,000
SVFM 30,000
Simarouba versicolor SVGH 2,7680
Galhos SVGD 3,400
SVGM 18,800

SVCH 9,500

Caule SVCD 9,400
SVCM 35,000

HPFH 8,631
Folhas HPFD 20,600
HPFM 25,000

Helietta puberula HPGH 5,664
Galhos HPGD 10,000
HPGM 25,800
HPCH 20,240
Caule HPCD 21,000
HPCM 80,000

HP = Helietta puberula; SV = Simarouba versicolor; G = galhos; C = caule; F = folhas; H = hexano; D =

diclorometano; M = metanol

19
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3.5 — Obtencao das Fracoes

Os extratos metanodlicos das folhas, galhos e caule de H. puberula e
S. wversicolor foram fracionados através de uma partigdo liquido-liquido,
FLUXOGRAMA 3.2, originando 4 parti¢oes de cada extrato. As fragdes obtidas
e suas respectivas massas estdo representadas na TABELA 3.3. Ja, os extratos
HPGH, HPGD, HPFH e HPFD de H. puberula foram fracionados utilizando-se

diferentes métodos cromatograficos.

EXTRATO

1) Suspensdo em 400 mL de MeOH:H,O (1:3)
2) Extracdo com Hex: 3 x 150 mL

FRACAO

FRACAO HIDROALCOOLICA

HEXANO

Extragcdo com CH,Cl,: 3 x 150 mL

FRACAO FRACAO
DiCl HIDROALCOOLICA

Extragao com AcOEt: 3 x 150 mL

FRACAO FRACAO
AcOE t HIDROALCOOLICA

FLUXOGRAMA 3.2 — Metodologia utilizada na parti¢do de extratos

20
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TABELA 3.3 —Fragdes dos extratos metanodlicos

Espécie Parte  Massas dos  codigo Massas das particdes codigo
vegetal  extratos
Hexanico 3,4670 g HPFMH
H. puberula  folhas 25,00g HPFM Diclorometanico 3,0650 g HPFMD
acetato de etila 1,3100 g HPFMA
hidroalcoolico 5,4500 g HPFMHid
Hexéanico 15,000 g HPCMH
80,00g HPCM Diclorometanico 21,465 g HPCMD
H. puberula  caule ’ ’
acetato de etila 1,2450 g HPCMA
hidroalcoodlico 7,1436 g HPCMHid
Hexéanico 1,900 g HPGMH
HPGM .. A
2 Dicl 4 HPGMD
H. puberula  galhos 5,80g iclorometanico 4,7505 g G
acetato de etila 1,4149 g HPGMA
hidroalco6lico0,6795 g HPGMHid
Hexanico 4,00g SVFMH
folh Dicl ani FMD
S versicolor olhas 30,00g SVFM iclorometanico 9,00g SV
acetato de etila 15,00g SVFMA
hidroalcoolico 12,00g SVFM Hid
Hexéanico 1,34¢g SVCMH
Diclorometanico 9,00g SVCMD
S. versicolor caule 35,00¢g SVCM acetato de etila 4,00g SVCMA
hidroalcoodlico 13,00g SVCMHid
Hexanico 0,92g SVGMH
Diclorometanico 1,44g SVGMD
S. versicolor  galhos 18,80¢g SVGM acetato de etila 4,00g SVGMA
hidroalcoolico 6,00g SVGMHid

HP = Helietta puberula; SV = Simarouba versicolor; G = galhos; C = caule; F = folhas; H = hexano; D =

diclorometano; M = metanol; A = acetato de etila; Hid = hidroalcoolico
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3.6 —Isolamento dos Constituintes Quimicos de H. puberula

3.6.1 — Estudo Fitoquimico de HPGH

O estudo da fracao hexanica dos galhos de H. puberula permitiu o
isolamento das substancias 1, 7, 9, 10, 12 e 30, que foram caracterizadas através
de EM ¢ RMN 1 e 2D. O estudo fitoquimico foi realizado utilizando diversas

técnicas cromatograficas, o FLUXOGRAMA 3.3 mostra resumidamente como

este estudo foi realizado.
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HPGH ,
566442 [N qf

HPGH-1 HPGH-2 HPGH-3 HPGH-4 HPGH-5 HPGH-8
10,3 mg 39,0 mg 7,9 mg 370,0 mg 294,0 mg 790,0 mg

1

HPGH-7
| | | | 1900,0 mg

HPGH6.15 | HPGH6.2 HPGH6.3 HPGH6.4 HPGH6.5 HPGH6.7
28,4 mg 145,0 mg 500,0 mg 123,0mg 55,0 mg HPGH6.6 25,5 mg
7 395.8 mg
di
i
[ I I I ¢
HPGH6.6.1  HPGH6.6.2 HPGH6.6.4 HPGH6.65
42,0 mg mg 89,0 mg 103,0 mg 140,0 mg
HPGH6.6.3
31 me | I | I |
30 HPGH7.] HPGH7.2 HPGH7.3 HPGH7.4 HPGH7 HPGH7.6

50,7mg  129,0 mg 1150 mg  155,0 mg 1353 715,0 mg

HPGH7.7 _
815,0 mg e

HPGH7.7.1 HPGH7.7.2 HPGH7.7.3 HPGH7.7.4 HPGH7.7.6 HPGH7.7.7
30,7 mg 51,2 mg 91,2 mg 91,2 mg HPGH7.7.5 30,4 mg 71,8 mg
120,3 mg
f
| I I
HPGH7.7.5.1 HPGH7.7.5.3 HPGH7.7.5.4
20,3 mg HPGH7.7.5.2 49,4 mg 58,3 mg
15,3 mg
12
HPGH-8
790,0 mg
I I I I I I I
HPGHS.2 HPGHS.4 HPGHS8. HPGHS.10
38,8 mg 37,5 mg 15,0 m; 179,0 m
H71(>)G0H8.1 HPGHS.3 . HPGHS.5 HPGH8.6 HPGHS8.7 HPGHS.8 ; ¢
H mg 20,0 mg K 10,6 mg 759mg  33,6mg 89,0 mg
I I I I I
HPGHS8.3.1 HPGHS.3.2 HPGH8.34  HPGH8.5.1  HPGH85.2 HPGHS.5.4
2,0 mg 0,7 mg 10,2 mg 2,2 mg 0,7 mg 4,2 mg

HPGHS8.3.3
1,5 mg

9

HPGHS8.5.3
1,8 mg

10

FLUXOGRAMA 3.3 — Fracionamento do Extrato HPGH

a’: cromatografia por adsorgo:
- coluna de vidro (¢ x h=4,5 x 25 cm)
- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh)

- gradiente de eluigdo: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%
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b’ cromatografia por adsorcio:

- coluna de vidro (¢ x h=3,5x 25,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)

- gradiente de elui¢do: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

¢: cromatografia por adsorgo:

- coluna de vidro (¢ x h=1,5 x 25,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)

- gradiente de eluig¢do: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

d’: cromatografia por adsor¢io:

- coluna de vidro (¢ x h=3,5x 25,0 cm)

- fase estaciondria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh): florisil (1:1)

- gradiente de eluig¢@o: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

e': cromatografia por adsorgao:

- coluna de vidro (¢ x h=2,5 x 25,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)
- eluigdo isocratica: hex: dicl: AcOEt (5:3:2)

f": cromatografia por adsorgao:

- coluna de vidro (¢ x h=2,0 x 30,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)
- eluigdo isocratica: hex: dicl: AcOEt (4:2:2)

g": cromatografia por adsor¢io:

- coluna de vidro (¢ x h=3,5x 25,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)
- gradiente de eluig¢@o: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

h=i=c¢

3.6.2 — Estudo Fitoquimico de HPGD

O estudo do extrato diclorometanico dos galhos de H. puberula
levou ao isolamento das substancias 1, 9 e 31 que tiveram suas estruturas
identificadas por EM ¢ RMN'H e RMN"C. O FLUXOGRAMA 3.4 apresenta

de forma resumida, como este estudo foi realizado.
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HPGD
10,0 g B
u

a
I I I I I I
HPGD2 HPGD3 HPGD4 HPGDS5 HPGD6 HPGD7 HPGDS
139,0 mg 223,0 mg 562,0 mg 560,0 mg 321,6 mg 13,9 mg 5517.,0 mg
HPGD1 b”
15,8 m;
1 ¢ | I | | I I
HPGDS.1 HPGDS.2 HPGDS.3 HPGDS .4 HPGDS.5 HPGDS.7
5040,0 mg 370,0 mg 160,0 mg 310,0 mg 120,0 mg HPGDS.6 3900,0 mg
65,0 mg
i
| I | I I ¢
HPGDS.6.1 HPGD8.6.2 HPGD8.6.4 HPGD8.6.5 HPGD8.6.6
6,0 mg 12,0 mg 18,5 mg 20,1 mg 4,4 mg
HPGDS.6.3
3,1 mg
31
HPGD9 .
2509,0 mg d"
| | I I I
HPGD9.1 HPGD9.2 HPGD9.3 HPGD9.4 HPGD9.5
120,7 mg 31,5 mg 237,8 mg 1,07 mg 208,1 mg HPGD9.6
380,0 mg
eii
| | I I
HPGD9.6.1 HPGD9.6.2 HPGD9.6.3 HPGD?9.6.5
39,4 mg 18,5 mg 21,9 mg 113,0 mg

HPGD9.6.4
27,3 mg

9

FLUXOGRAMA 3.4 — Fracionamento do Extrato HPGD

a": cromatografia por adsorcio:

- coluna de vidro (¢ x h=5,0 x 30,0 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh)

- gradiente de elui¢@o: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

b": cromatografia por adsor¢io:

- coluna de vidro (¢ x h=5,0 x 20,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)

- gradiente de elui¢do: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

¢’ cromatografia por adsor¢io em camada delgada preparativa:

- placa de vidro (h x h=25,0 x 25,0 cm)

- fase estacionaria: silica gel 60, com indicador UV,s4 (230-400 mesh)
- eluigdo isocratica: hex: dicl: AcOEt (5:3:2)

d”: cromatografia por adsor¢do:

- coluna de vidro (¢ x h=3,5x 31,0 cm)
- fase estaciondria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)
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- gradiente de elui¢do: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

e’ cromatografia por adsorcio:

- coluna de vidro (¢ x h=2,0 x 30,0 cm)
- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)
- eluigdo isocratica: hex: dicl: AcOEt (4:2:2)

3.6.3 — Estudo Fitoquimico de HPFH

Do estudo fitoquimico do extrato hexanico das folhas de H.

puberula foi possivel isolar e identificar através de EM e RMN'H e RMN"C as

substancias 2, 6, 8, 10 ¢ 11, mostrado resumidamente no FLUXOGRAMA 3.5.

HPFH
8.6¢g

a
I |
HPFH1 HPFH2 HPFH3 HPFH4
1100,0 3050,0 mg 1325,0 mg 2600,0mg
biii
I I I I
HPFH2.1 HPFH2.2 HPFH2.4 HPFH2.5
306,0 mg 236,0 mg HPFH2.3 721,8 mg 413,5 mg
546.5 mg
il
C
| | I I ol
HPFH2.3.1 HPFH2.3.2 HPFH2.3.4 HPFH2.3.5
101,2 mg 28,3 mg HPFH2.3.3 76,5 mg 125,5 mg
34,1 mg
diii
I I
HPFH2.3.3.1 HPFH2.3.3.4
8,1 mg 4,1 mg
HPFH2.3.3.2 HPFH2.3.3.3
11,2 mg 7,4 mg
6 2
| | | | |
HPFH4.1 HPFH4.2 HPFH4.3 HPFH4.4 HPFH4.5 HPFH4.6 HPFH4.7
110,9 mg 174,2 mg 95,2 mg 72,7 mg 32,6 mg 313,0 mg 214,0 mg
fui
| ! HPFH4.8
HPFH4.5.1 HPFH4.5.2 78,30 mg
3,5 mg 1,3 mg
HPFH4.5.3 HPFH4.5.4
5,5 mg 2.5mg g”l
10 11
I I I I
HPFHA4.8.1 HPFHA4.8.2 HPFH4.8.4 HPFH4.8.5
17,3 mg 21,2 mg 9,3 mg 12,1 mg

HPFH4.8.3
17,3 mg

8

FLUXOGRAMA 3.5 — Fracionamento do Extrato HPFH
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a™: cromatografia por adsor¢io:

- coluna de vidro (¢ x h=3,5x 25,0 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh): fluorisil (1:1)

- gradiente de eluicdo: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

b™: cromatografia por adsorgao:

- coluna de vidro (¢ x h=3,0 x 30,0 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh): fluorisil (1:1)

- gradiente de eluigdo: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

¢": cromatografia por adsorgao:

- coluna de vidro (¢ x h=2,5 x 20 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh): fluorisil (1:1)

- gradiente de elui¢@o: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

d": cromatografia por adsorcio:

- coluna de vidro (¢ x h=1,5 x 20 cm)

- fase estacionaria: fluorisil

- gradiente de eluig@o: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

eiii — biii’ fv'ii: diii, giii — Ciii

3.6.4 — Estudo Fitoquimico de HPFD

As substancias 11, 13, 14 ¢ 30 foram obtidas através do estudo
fitoquimico do extrato diclorometanico das folhas de H. puberula. Essas
substincias foram identificadas através de RMN'H e RMN"C. O
FLUXOGRAMA 3.6 mostra de forma resumida como este estudo foi realizado.
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| l

HPFD1 HPFD2 HPFD3 HPFD4
1565,0 mg 358,0 mg 1363,0 mg 10013,0 mg
biv
| | I | | | | |
HPFD3.1 HPFD3.2 HPFD3.3 HPFD3.4 HPFD3.5 HPFD3.6 HPFD3.7 )
20,0 mg 36,0 mg 77,0 mg 78,8 mg 143,5 mg 112,5 mg 510,0 mg| HPFD3.8 dv
81,0 mg
| | |
HPFD3.8.1 HPFD3.8.3 HPFD3.84 HPFD3.8.5
13,2 mg 11,0 mg 5,5mg 19,0 mg
HPFD3.8.2
12,1 mg
11 | | | |
HPFD4.1 HPFD42 HPFD43  HPFD44
1030,3 mg  480,5mg  230,0 mg 95,5 mg HPFDA4.5 HPFD4.7
) 130,0 mg 5300,0 mg
iv
e
|
| |
HPFD4.5.1 HPFD4.5.3 HPFDA4.5.4 HPFDA4.6
23,0 mg 21,3 mg 61,6 mg 900,3 mg
HPFDA4.5.2
e | | | |
30
HPFD4.5.4.1 HPFD4.5.4.2 HPFD4.5.44 HPFD4.5.4.5
7,5 mg 8,3 mg 5,3 mg 2,5 mg
HPFD4.5.4.3 )
37.7 mg h”’

HPFD4.5.4.1 HPFD4.5.4.2 HPFD4.5.4.3 HPFD4.5.4.4
3,5 mg 2,3 mg 24,0 mg 5,3 mg

13

| | | |
HPFD4.6.1 HPFD4.6.2 HPFDA4.6.3 HPFDA4.6.4 HPFD4.6.6
81,5 mg 310,0 mg 93,8 mg 98,8 mg HPFD4.6.5 60,8 mg
35,1 mg

| | I I
HPFD4.6.5.1 HPFD4.6.5.2 HPFD4.6.54 HPFD4.6.5.5 HPFD4.6.5.6
3,8 mg 7,3 mg HPFD4.6.5.3 1,5 mg 6,5 7,1 mg
10,9 mg

HPFD4.6.5.3.1 HPFD4.6.5.3.3 HPFD4.6.5.3.4
0,9 mg HPFD4.6.5.3.2 1,7 mg 5,4 mg
1,2 mg

14

FLUXOGRAMA 3.6 — Fracionamento do Extrato HPFD
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a": cromatografia por adsorgio:

- coluna de vidro (¢ x h=4,5 x 25,0 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh): fluorisil (1:1)

- gradiente de elui¢do: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

b": cromatografia por adsor¢io:

- coluna de vidro (¢ x h=3,0 x 30,0 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh): fluorisil (1:1)

- gradiente de eluigdo: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

¢": cromatografia por adsorcio:

- coluna de vidro (¢ x h=2,5 x 20 cm)

- fase estaciondria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)

- gradiente de elui¢do: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

div —_w

¢””: cromatografia circular por adsorgo:

- placa de vidro (¢ = 26,0 cm)

- fase estacionaria: silica gel (375 mesh, PF 254, 1mm)
- eluicdo isocratica: Hex:dicl:MeOH (4:2:0,5)

h" : cromatografia por adsorgao:

- coluna de vidro (¢ x h=3,0 x 30,0 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh): fluorisil (1:1)

- gradiente de elui¢do: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

j" : cromatografia por adsor¢io em camada delgada preparativa:

- placa de vidro (h x h =25,0 x 25,0 cm)

- fase estacionaria: silica gel 60, com indicador UV,s4 (230-400 mesh)
- eluigdo isocratica: hex: dicl: AcOEt (5:3:2)

3.6.5 — Estudo Fitoquimico de HPCMH

A fragdo hexanica do extrato metanolico dos caules de H. puberula
foi estudada fitoquimicamente utilizando diversas técnicas cromatograficas.
Deste estudo foi possivel isolar as substancias 22, 26 ¢ 27. O FLUXOGRAMA

3.7 mostra de forma resumida como este estudo foi realizado.
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HPCMH
3 ,Og av

I I I I I I I I I
gHpcmHl  HPCMH2  HPCMH3 HPCMH4 HPCMH5 HPCMH6 HPCMH8 HPCMH9 HPCMHI0
50,0 mg 30,7 mg 41,4 mg 70,2 mg 28,7 mg 17,7 mg 18, Img 19,7 mg 35,7 mg
HPCMH7 b’ HPCMHI11
43mg 42,5 mg
I I I I I I I I
HPCMH7.1 HPCMH7.2 HPCMH?7.3 HPCMH?7.4 HPCMH?7.5 HPCMH?7.6 HPCMH?7.7 HPCMH?7.9
1,8 mg 2.4 4,1 mg 2,3 mg 2,5 mg 3,7 mg 7,4 mg 9,7 mg
HPCMH?7.8
c’ 26 mg
| | | | | | &
HPCMH7.8.1 HPCMH7.8.2 HPCMH7.8.3 HPCMH?7.8.5 HPCMH7.8.6 HPCMH7.87
0,9 mg 1,2 mg 2,6 mg 1,3 mg 2,5 mg 2,2 mg
HPCMH?7.8.4 HPCMH?7.8.8.
9,3 mg 8,3 mg
26 27
I I I I
HPCMHI11.1 HPCMHI11.3 HPCMHI11.4 HPCMHI11.5
7,9 mg 5,6 mg 6,6 mg 8,9 mg
HPCMHI11.2
11,2 mg
eV
I I
HPCMHI11.2.1 HPCMHI11.3 HPCMHI11.4
2,7 mg 1,5 mg 1,6 mg

HPCMH11.2.2
7,3 mg

22

FLUXOGRAMA 3.7 — Fracionamento da fragdo HPCMH

a”: cromatografia por adsor¢ao:

- coluna de vidro (¢ x h=3,5x 31,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)

- gradiente de elui¢do: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

b": cromatografia por exclusgo:

- coluna de vidro (¢ x h=2,5 x 30,0 cm)
- fase estacionaria: Sephadex LH-20

- eluigdo isocratica: MeOH 100%

¢”: cromatografia circular por adsorgéo :

- placa de vidro (¢ = 26,0 cm)

- fase estacionaria: silica gel (375 mesh, PF 254, 1mm)
- eluigdo isocratica: Hex:dicl:MeOH (5:3:1)

d"= cromatografia por exclusio:

- coluna de vidro (¢ x h =2,5 x 40,0 cm)
- fase estacionaria: Sephadex LH-20

- eluicdo isocratica: MeOH 100%
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e”: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE):
- coluna polimérica Asahipak

- eluigdo isocratica: MeOH 100%

- fluxo: 3,5 mL/min

- detector UV 245, 365 nm

3.7 —Isolamento dos Constituintes Quimicos de S. versicolor

3.7.1 — Estudo Fitoquimico de SVCMD

A fragdo diclorometanica do extrato metandlico do caule de S.
versicolor foi estudada fitoquimicamente utilizando-se diversas técnicas
cromatograficas. Deste estudo foram isoladas as substancias 5, 17, 18, 23, 24, 25

e 28. O FLUXOGRAMA 3.8 mostra resumidamente como este estudo foi

realizado.

31



Procedimento Experimental

SVCMD1

SVCMD3 SVCMD4 SVCMDS5 SVCMD6
1700,0 mg SVCMD2 263,78 mg 617,0 mg 208,1 mg 2400,0 mg
2000 mg
bvi
I I
SVCMD2.1 Cvi SVCMD?2.3 SVCMD2 .4
213,3 mg 312,9 mg 617,0 mg
SVCMD2.2 )
0,9 mg eV
17 I I I I
SVCMD23.1  SVCMD2.3.2 SVCMD2.3.4 SVCMD23.5
14,4 mg 32,7 mg 79,8 mg 9,8 mg
SVCMD2.3.3 )
| I 5,0 mg dv
SVCMD2.3.3.1 SVCMD2.3.3.3
1,4 mg 1,5 mg
SVCMD2.3.3.2 I I !
1,2 mg SVCMD6.1 SVCMD6.3 SVCMD6.5
213,5 mg 7,3 m, 617,0 mg
24 g
25
SVCMD6.4
. 275,4 mg
| f
SVCMD6.2.1 SVCMD6.2.4 hVi
21,3 mg 61,7 mg
SVCMD6.2.2 | | |
1,3 mg
18 SVCMD6.4.1 SVCMD6.4.2 SVCMD6.4.4
32,2 mg 38,2 mg 97,0 mg
SVCMD6.4.3
SVCMD6.2.3 ) 11,3 mg
97,0 mg gW 28
I I I
SVCMD6.2.3.1 SVCMD6.2.3.3 SVCMD6.2.3.5
22,3 mg 38,2 mg 17,0 mg

SVCMD6.2.3.2
21,2 mg

5

SVCMD6.2.3.4

9,3 mg
23

FLUXOGRAMA 3.8 — Fracionamento da fragado SVCMD

a”: cromatografia por adsor¢io:
- coluna de vidro (¢ x h=3,5 x 35,0 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh)
- gradiente de eluig¢@o: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

b": cromatografia por adsor¢io
- coluna de vidro (¢ x h=2,5 x 20 cm)
- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)
- gradiente de elui¢do: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

¢": cromatografia por exclusdo:
- coluna de vidro (¢ x h=2,5 x 40,0 cm)
- fase estacionaria: Sephadex LH-20

- eluigdo isocratica:

MeOH 100%
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d"'= cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE):
- coluna polimérica Asahipak

- eluigdo isocratica: MeOH 100%

- fluxo: 4,0 mL/min

- detector UV 245, 365 nm

e”: cromatografia por exclusdo:

- coluna de vidro (¢ x h=4,5 x 50,0 cm)
- fase estacionaria: Sephadex LH-20

- eluicdo isocratica: MeOH 100%

" cromatografia por exclusio:

- coluna de vidro (¢ x h=2,5 x 30,0 cm)
- fase estacionaria: Sephadex LH-20

- eluigdo isocratica: MeOH 100%

gvi — hvi — f/i

3.7.2 — Estudo Fitoquimico de SVFMD

Da fragdo diclorometanica do extrato metanolico das folhas de S.
versicolor foi isolada as substancias 19-21, utilizando-se cromatografia por
adsorcao e exclusdo. O FLUXOGRAMA 3.9 mostra resumidamente como este

estudo foi realizado.
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SVFMD B
9,0g avn

SVFMDI SVFMD2 SVFMD3 SVFMD4 SVFMD5 SVFMD6
541,0mg 1500,0 mg 612,3mg 324,0mg 2.300,0 mg 1400,0 mg
bvii
I I I I
SVFMD2.1 SVFMD2.2 SVFMD2.4  SVFMD2.5
41,8mg 37,0mg 141,3mg 541,0mg
SVFMD2.3 eV
8,4 mg
19
I I I |
SVFMDA4.1 SVFMDA4.3 SVFMD4.4 SVFMDA4.5 SVFMDA4.6
14,0mg 26,1mg 324,0mg 62,0mg 52,0mg
SVFMD4.2
dvii
I I I
SVFMD4.3.1 SVFMD4.3.2 SVFMD4.3.4
8,2mg 9,4mg 6,0mg

SVFMD4.3.3
9,8 mg

21

FLUXOGRAMA 3.9 — Fracionamento da fragdo SVFMD

a"": cromatografia por adsor¢io:

- coluna de vidro (¢ x h=4,5 x 25,0 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh): fluorisil (1:1)

- gradiente de eluigdo: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

b"": cromatografia por adsorgao:

- coluna de vidro (¢ x h=3,0 x 30,0 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh): fluorisil (1:1)

- gradiente de elui¢@o: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

¢"": cromatografia por exclusio:

- coluna de vidro (¢ x h=3,0 x 30,0 cm)
- fase estacionaria: Sephadex LH-20

- eluicdo isocratica: MeOH 100%

d"": cromatografia por exclusio:

- coluna de vidro (¢ x h=2,5 x 30,0 cm)
- fase estacionaria: Sephadex LH-20

- eluicdo isocratica: MeOH 100%
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3.7.3 — Estudo Fitoquimico de SVGMD

Da fragdo diclorometanica do extrato metanolico dos galhos de S.

versicolor foi isolada as substancias 1, 2, 3, 4, 6, 15, 16 ¢ 29, utilizando-se

basicamente cromatografia por adsor¢ao e exclusio. O FLUXOGRAMA 3.10

mostra resumidamente como este estudo foi realizado.

SVGMD
9,0g

aviii
I I
SVGMD1 SVGMD4
17,4 mg SVGMD2 SVGMD3 61,9 mg
1 85,0 mg 94,0 mg e
bviii

[ [ I

SVGMD2.1 SVGMD2.2 SVGMD2.4 SVGMD2.5
13,7 mg 23,4 mg SVGMD2.3 26,8 mg 9,9 mg
11,2 mg
I | 15 eviii
SVGMD2.1.1 SVGMD2.1.3
5,2 mg 25,9 mg | |
SVGMD2.1.2 SVGMD2.4.1 SVGMD2.4.4
6,0 mg 6,2 mg 4,8 mg
2 a4 SVGMD2.4.2 SVGMD2.4.3
7,2 mg 4,2 mg
3 4
[
SVGMD2.2.1
2,8 mg SVGMD2.1.2
6,0 mg
6
I I I I I
SVGMD3.1 SVGMD3.2 SVGMD3.3 SVGMD3.4 SVGMD3.6 SVGMD3.7
4,6 mg 3,8 mg 17,7 mg 21,0 mg 9,2 mg 3,4 mg
SVGMD3.5
30,7 mg
Viii
I I I
SVGMD3.5.1 SVGMD3.5.2 SVGMD3.5.4
2,5 mg 2,8 mg 6,3 mg

SVGMD3.5.3
9,1 mg

16

FLUXOGRAMA 3.10 — Fracionamento da fragdio SVGMD

35

SVGMD3.5.5

9 mg
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viii,

a™": cromatografia por adsor¢do:

- coluna de vidro (¢ x h=4,5 x 25,0 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh)

- gradiente de elui¢do: hex 100%, hex:dicl (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), dicl 100%, dicl:AcOEt (4:1/3:1/2:1/ 1:1), AcOEt
100%, MeOH 100%

b"": cromatografia circular por adsorgdo :

- placa de vidro (¢ = 26,0 cm)

- fase estacionaria: silica gel (375 mesh, PF 254, 1mm)
- eluigdo isocratica: Hex:dicl:MeOH (5:3:1)

Cviii — dviii — eviii — bviii

" cromatografia por exclusio:

- coluna de vidro (¢ x h=3,0 x 30,0 cm)

- fase estacionaria: Sephadex LH-20
- eluigdo isocratica: MeOH: dicl (9:1)

Vili__

g""= cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE):
- coluna polimérica Asahipak

- eluigdo isocratica: MeOH:dicl (8:2)

- fluxo: 3,5 mL/min

- detector UV 245, 365 nm

3.8 — Metodologia dos Ensaios Biologicos

3.8.1 — Ensaios Biologicos com as Formigas Cortadeiras

Os ensaios por ingestdo com as operarias de Atta sexdens
rubropilosa foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS)
UNESP - Rio Claro/SP, pela aluna Maria Fernanda Gomes Villalba Penaflor,

sob a orientacao do Prof. Dr. Odair Corréa Bueno.

Neste ensaio as operarias de Atta sexdens rubropilosa foram
retiradas aleatoriamente de formigueiros mantidos em laboratorio. Para
manutencado das formigas isoladas do formigueiro foi utilizada uma dieta solida
constituida por: 5% de glicose, 1% de peptona bacteriologica, 0,1% de extrato
de levedura e 1,5% de agar bacterioldgico e 100 mL de agua destilada. Apos a
mistura destes componentes, a dieta foi levada ao forno de microondas por
aproximadamente 4 minutos e logo em seguida, autoclavada a 120" ¢ 1 atm por
15 minutos. A dieta ainda liquida foi entornada em placas de Petri de 10 cm de

didmetro, que apds resfriamento e solidificagdo foram embrulhadas em papel
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filme e mantidas em geladeira, sendo utilizadas nos dias subseqiientes durante o
periodo do experimento. Foi estipulado um periodo maximo de 25 dias para a
realizacdo dos experimentos de toxicidade.

A dieta para manuten¢do das formigas (controle) ou a dieta
acrescida do substrato a ser testado (tratamentos) foi colocada em papel
aluminio na quantidade aproximada de 0,4 a 0,5 g/placa. A cada 24 horas a dieta
foi renovada. O material a ser testado foi pesado, dissolvido no mesmo solvente
em que ocorreu sua extracdo e incorporado na dieta (BUENO et al, 1997).

As formigas foram distribuidas em lotes de 50 operarias para cada
tratamento, divididas em grupos de dez formigas e mantidas em 5 placas de
Petri. Essas placas foram colocadas em estufa com temperatura de 25 * 1C e
umidade relativa acima de 70% e examinadas diariamente para retirada e
anotacao do numero de formigas mortas.

A andlise estatistica foi realizada através do teste ndo paramétrico

log-rank (p < 0,05), utilizando-se o software Graph-Pad, aplicativo Prisma 3.0.

3.8.2 — Ensaios Biologicos com o Fungo Simbionte

Os ensaios com o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus
foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) - UNESP - Rio
Claro/SP, pela aluna Roberta N. A. Almeida, sob a orientagdo do Prof. Dr.

Fernando Carlos Pagnocca.

O fungo foi isolado de um ninho de formigas cortadeiras Atta
sexdens rubropilosa e mantido em condi¢des de laboratério por passagens
mensais no meio de cultura constituido por dextrose (10 g/L), cloreto de sodio (5
g/L), peptona (5 g/L), extrato de malte (10 g/L) e 4agar (17 g/L); sendo que o pH
do meio foi mantido em 6,0 = 0,2.

As amostras submetidas aos ensaios foram preparadas e
adicionadas ao meio de cultura, segundo a metodologia descrita por

PAGNOCCA et al. (1990). Para cada amostra foram preparadas de 8 a 10
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réplicas de tubos de cultura (massa fungica), havendo um nimero idéntico de
réplicas para o solvente e para o controle geral. Apos o tempo de incubagdo de
30 dias, a 25 + 2 °C, foram realizadas a observacdo visual do crescimento do
micélio, comparando-se a massa fingica do controle com a massa fungica da

amostra.

3.8.3 — Ensaios Biologicos com as Enzimas

Os ensaios frente as pectinases presentes no liquido fecal e nos
ninho de 4. sexdens rubropilosa foram realizados no Centro de Estudos de
Insetos Sociais (CEIS) — UNESP — Rio Claro/SP pela aluna Cinthia Zavan sob a
orientacao do Prof. Dr. Mauricio Bacci Junior.

Neste ensaio, 4ul. de uma solugdo em DMSO (50 pg/ul) da
amostra a ser testada foram adicionadas ao meio reacional (300 pL) constituido
por 150 uL de pectina citrica a 2g.100mL™" (Sigma P-9135) em 50 mmol/L de
tampao citrato-fosfato (pH = 5); 75 uL de liquido fecal (contendo pectinases)
diluido 500 vezes e 71 pL. de 4gua ultra-pura. Como controle foi preparada a
mesma mistura reacional sem a adicdo da amostra a ser testada. As misturas
reacionais foram incubadas a 37° C sob agitagdo por 30 minutos, sendo que
aliquotas de 50 pL foram coletadas nos tempos de incubagdo zero e final. Estas
aliquotas foram adicionadas a 100 pL de reagente ADNS (acido
dinitrosalisilico) (MILLER, 1959) e 100 pL de 4gua. A mistura resultante foi
fervida por 5 minutos, centrifugada por 3 minutos e o sobrenadante foi utilizado
para determinacdo da densidade dtica (DO) a 540 nm. As diferengas de DO no
tempo zero e final foram calculadas para os experimentos com a amostra testada
(Dog) e para o controle (Do.). a atividade inibitoria pectinasica foi calculada
através da formula I =1 — (T C'l), onde T e C correspondem, respectivamente, a

atividade pectinasica medida na presenga e na auséncia da amostra testada. Os
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resultados das densidades oOticas foram submetidos ao teste estatistico Mann-

Whitney (SIEGL, 1956).

3.9 — Caracterizacao da quitosana (QTYS)

3.9.1 — Grau de desacetilaciio (% GD)

O grau de desacetilagdo (% GD) ou porcentagem de grupos aminos
livres foi determinado por titulagdo condutimétrica com auxilio de um
condutivimetro Micronal (modelo B330) e uma célula condutimétrica Digimed
DMC-010.

Uma amostra de 200 mg de quitosana foi agitada em 40 mL de
solugdo de acido cloridrico 0,05 mol.L" por 18 horas. Apds a dissolugdo do
polimero, a titulacdo foi conduzida com adicio de NaOH 0,15 molL™’ a
temperatura de 25,0 °C (SANTOS et al, 2003). A titulacdo condutimétrica foi

realizada em triplicata.

3.9.2 — Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN13C)

O espectro de RMN"C foi obtido em um espectrometro BRUKER
DRX400. O espectro foi obtido a partir de um procedimento descrito por
SIGNINI E CAMPANA-FILHO, onde, aproximadamente 8 mg de amostra de
quitosana sao solubilizadas em 1 mL de solugao de HCI/D,0 1 % (v/v), durante
24 horas formando uma solucdo viscosa. Uma aliquota dessa solugdo foi

colocada em tubo de 5 mm de didmetro para analise.

3.9.3 — Preparacao das microesferas de quitosana.

Aproximadamente 4,0 g de quitosana foi dissolvida em 100,0 mL de acido
acético 5 %. A solucdo polimérica de quitosana foi gotejada com auxilio de uma
bomba peristaltica de marca Amershan Biosciences — Mod. Pump P-1, sobre
uma solu¢do de NaOH 2 mol.L™' (método de inversdo de fases). As microesferas
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formadas foram deixadas durante 60 minutos numa solu¢io de NaOH 2mol L™
sob agitacdo para completar a precipitacdo, posteriormente lavadas com dgua
destilada até alcangar o meio neutro. O mesmo procedimento foi realizado
incorporando-se uma flavona comercial, que apds seca, a substancia incorporada

foi extraida com cloroférmio deuterado e realizado experimento de RMN'H.

3.9.4 — Reticulacao das microesferas de quitosana.

As microesferas de quitosana, aproximadamente 4,0 g foram
colocadas em contato com uma solucdo de glutaraldeido 2,5 % cuja propor¢ao
foi de 1,5 mL por grama de microesferas. A mistura reacional foi mantida
durante 24 horas, sob temperatura ambiente, para completar a reagdo de
reticulacdo. Apds esse tempo de permanéncia, o material foi filtrado com uma
peneira, cujo didmetro médio foi inferior a um milimetro, e lavado com agua

destilada para retirar o excesso do agente reticulante.

3.9.5 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As microesferas de quitosana foram caracterizadas por microscopia
de varredura em relagdo ao tamanho médio e a morfologia das particulas. As
amostras foram colocadas em estabes, recobertas de ouro ¢ micrografadas num
microscopio eletronico de varredura Zeiss — modelo DSM940A, do Laboratorio

Interdisciplinar e Ceramica (LIEC) do Departamento de Quimica da UFSCar.

3.9.6 — Analise de porosimetria

A andlise de porosimetria foi realizada utilizando-se um
porosimetro da marca Micrometrics (USA) — modelo Porosizer 9320 do LIEC
do Departamento de Quimica da UFSCar. Onde aproximadamente 0,5 g de
microesferas de quitosana foram colocadas em uma camara fechada ligada a um
capilar graduado e um volume de merctirio foi injetado sob pressao,

preenchendo-a. A variagdo da pressdo do sistema foi observada através do
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capilar graduado pela variacdo do volume de mercurio injetado. Desta maneira,
pode-se aplicar a equagdo de Young-Laplace que correlaciona a pressdo e o

didmetro possibilitando a determinacao do tamanho médio dos poros, equagao 1.

D =-4ycos O
P
Onde: D = diametro (m)

y = tensdo superficial (N/m)

0 = angulo de contato superficial entre o merctrio

P = pressao
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4 — Resultados e Discussoes

4.1 — Substancias Isoladas

Esteroides

1A 1B

sitosterol (1A) e estigmasterol (1B) (em mistura)
m=43,5 mg

procedéncia: galhos de H. puberula e de S. versicolor
isolamento: p. 22, 24 e 35

identificacdo: p. 52

sitostenona (2A), estigmastenona (2B) e campestenona (2C) (em mistura)
m=13,4mg

procedéncia: galhos de H. puberula e de S. versicolor

isolamento: p. 26 e 35

identificacdo: p. 55

referéncia: JOSHI et al., 1974
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3-0-34-D-glucopiranosil sitosterol
m=7,2mg

procedéncia: galhos de S. versicolor
isolamento: p. 35

identificagdo: p. 55

referéncia: SANTOS, 2005

Triterpenos

2283 a-diidroxitirucala-7,24-dien-23-ona
m=4,2 mg

procedéncia: galhos de S. versicolor
isolamento: p. 35

identificacao: p. 60

referéncia: LIANG et al., 1989

eurileno

m=21,2 mg

procedéncia: caule de S. versicolor
isolamento: p.31

identificacdo: p. 67

referéncia: ARRIAGA et al.. 2002
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lupeol

m=17,2mg

procedéncia: folhas de H. puberula e galhos
de S. versicolor

isolamento: p. 26 e 35

identificacao: p. 70

referéncia: ARRUDA, 1990

lupenona

m = 28,4 mg

procedéncia: galhos de H. puberula
isolamento: p. 22

identificacao: p. 70

referéncia: MAHATO et al., 1994

N-metil-4-meto6xi-2-quinolona
m=17,3 mg

procedéncia: folhas de H. puberula
isolamento: p. 26

identificacdo: p. 78

referéncia: NAYAR et al., 1971
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dictamina

m = 28,8 mg

procedéncia: galhos de H. puberula
isolamento: p. 22 e 24
identificacao: p. 80

referéncia: PAULINI ef al., 1989

d-fagarina

m=7,8 mg

procedéncia: folhas e galhos de H. puberula
isolamento: p. 22 e 26

identificacao: p. 80

referéncia: PAULINI et al., 1989

kokusaginina

m=37,1 mg

procedéncia: folhas de H. puberula
isolamento: p. 26 € 27
identificacao: p. 80

referéncia: PAULINI ef al., 1989

maculina

m= 15,3 mg

procedéncia: galhos de H. puberula
isolamento: p. 22

identificacao: p. 80

referéncia: PAULINI ef al., 1989
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flindersiamina

m = 24,0 mg

procedéncia: folhas de H. puberula
isolamento: p. 27

identificacao: p. 80

referéncia: PAULINI ef al., 1989

arborinina

m=1,2mg

procedéncia: folhas de H. puberula

isolamento: p. 27

identificacao: p. 89

referéncia: JANUARIO, 1995
BERGENTHAL et al., 1978

4,5-dimetéxicantin-6-ona
m=11,2mg

procedéncia: galhos de S. versicolor
isolamento: p. 35

identificacdo: p. 92

referéncia: RODRIGUES-FILHO, 1992

5-meto6xicantin-6-ona

m=9,1 mg

procedéncia: galhos de S. versicolor
isolamento: p. 35

identificacao: p. 92

referéncia: VIEIRA, 1995
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7-hidroxi-1-etil f-carbolina

m = 0,9 mg

procedéncia: caule de S. versicolor
isolamento: p. 31

identificacao: p. 101

7-hidroxi-1,1’-propionato de metila 4
carbolina

m=1,3mg

procedéncia: caule de S. versicolor
isolamento: p. 31

identificacgao: p. 101

18

Flavonoides

flavanona

m = 8,4 mg

procedéncia: folhas de S. versicolor
isolamento: p. 33

identificacdo: p. 111

referéncia: PELTER et al., 1976

isosakuranetina

m=1,4mg

procedéncia: folhas de S. versicolor
isolamento: p. 33

identificacdo: p. 111

referéncia: VASCONCELOS et al., 1998
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5,7,3’,4°,5’-pentametoxiflavona
m=9,8 mg

procedéncia: folhas de S. versicolor
isolamento: p. 33

identificacdo: p. 111

referéncia: FRASER & LEWIS, 1974

estilbeno 22

m=7,3 mg

procedéncia: caule de H. puberula
isolamento: p. 29

identificacdo: p. 119

7-hidroxicumarina

m=93 mg

procedéncia: caule de S. versicolor
isolamento: p. 31

identificacdo: p. 129

referéncia: KONG et al., 1995

6,7-dimetoxicumarina
m=93mg

procedéncia: caule de S. versicolor
isolamento: p. 31

identificacdo: p. 129

referéncia: MAFEZOLI, 2001
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6-hidroxi-7,8-dimetoxicumarina
m=1,2mg

procedéncia: caule de S. versicolor
isolamento: p. 31

identificacdo: p. 129

referéncia: AHLUWALIA et al., 1978

3’-(1’,1’-dimetilalil)-isoescopoletina
m=9,3 mg

procedéncia: caule de H. puberula
isolamento: p.29

identificacdo: p. 129

referéncia: BERGENTHAL et al., 1978

metileter-graveliferona

m =8,3 mg

procedéncia: caule de H. puberula
isolamento: p. 29

identificacdo: p. 129

referéncia: BERGENTHAL et al., 1978

Quassinoides

glaucarubolona

m=11,3mg

procedéncia: caule de S. versicolor
isolamento: p. 31

identificacao: p. 149

referéncia: VIEIRA, 1995
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glaucarubinona

OH m=9,0 mg

procedéncia: galhos de S. versicolor
2 isolamento: p. 35

identificacao: p. 155

referéncia: WATERMAN et al., 1984

OMe 3,4,5-trimetoxicinamato de metila

m= 18,1 mg

procedéncia: folhas de H. puberula
isolamento: p. 22 e 27
identificacdo: p. 166

19

13 15 16 17

3,4-dimetoxicinamato de geranila
m=3,1 mg

31 procedéncia: folhas de H. puberula
isolamento: p. 24

identificacdo: p. 166
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4.2 — Esteroides

Os esteroides sdo triterpenos modificados contendo o sistema de
anéis tetraciclicos do lanosterol, mas sem a presenca das metilas nas posi¢oes C-
4 ¢ C-14. Originados das fragdes lipidicas de vegetais e animais o sitosterol € o
estigmasterol sdo os esterdides mais freqlientemente encontrados no reino
vegetal (DEWICK, 2001). Quase sempre esses esterdides encontram-se em
mistura devido as suas semelhancas estruturais ocasionando dificuldades em
suas separagdes, entdo, na maioria das vezes, suas identificagdes sdo realizadas

em misturas através de CG/EM.

4.2.1 — Identificacao estrutural do sitosterol (1A) e estigmasterol

(1B)

1A 1B

Os esterdides sitosterol e estigmasterol foram obtidos em mistura
nos extratos hexanico e diclorometanico dos galhos de H. puberula e da fragdo
diclorometanica do extrato metanolico dos galhos de S. versicolor (p. 22, 24 ¢
35) e caracterizados por RMN'H e EM.

Os sinais na regido de 0 0,68 — 2,41, observados no espectro de
RMN'H (FIGURA 4.1) foram atribuidos aos hidrogénios metilicos, metilénicos
e metinicos do esqueleto esteroidal. O dubleto largo em ¢ 5.34 e um multipleto

em O 3,55 foram atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-3, respectivamente. Os
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sinais em ¢ 5,07 (dd, J= 15,0 ¢ 8,9 Hz) ¢ 65,14 (dd, J = 15,0 ¢ 8,9 Hz), foram
atribuidos aos hidrogénios vinilicos da cadeia lateral do estigmasterol.

A presenga da mistura do sitosterol 1A e do estigmasterol 1B foi
confirmada por CG-EM, cujos picos do ion molecular em m/z 414 e 412
conferiram com as férmulas moleculares Cy)Hs0O e Cy9Hy30, respectivamente
(FIGURA 4.2). O ESQUEMA 4.1 apresenta propostas de fragmentacdo do

sitosterol.

LD D LD LD U0 LD LD UG LD UG U LG LD LD W N S oF £ 6T 6T 0 673 0 £ BV CU BU G e e e e D D O D O S O O O S S

FIGURA 4.1 — Espectro de RMN'H da mistura 1A + 1B (CDCl;, 200MHz)
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FIGURA 4.2 — Espectro de massas de 1A ¢ 1B (ESI =70 eV)
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ESQUEMA 4.1 — Proposta de Fragmentacao do sitosterol

54



Resultados e Discussoes

4.2.2 — Identificacdo da mistura sitostenona (2A), estigmastenona

(2B) e campestenona (2B) e do 33-O-4D-glucopiranosilsitosterol
3)

Os esterodides sitostenona (2A), estimastenona (2B) e campestenona
(2C) foram obtidos em mistura do extrato hexanico das folhas de H. puberula e
da fracdo diclorometanica do extrato metandlico dos galhos de S. versicolor (p.
25 e 35), deste ultimo, também foi isolado o esterdide 3/O-f-D-
glucopiranosilsitosterol 3, (p. 35), ambos apresentaram-se como solido branco
amorfo.

Os espectros de RMN'H da mistura 2A + 2B + 2C e 3 (FIGURAS
4.3 e 4.6, respectivamente) apresentaram sinais semelhantes aos descritos
anteriormente para a mistura 1A e 1B, ou seja, um conjunto de sinais na regiao
mais blindada do espectro em 6 2,4 - 0,7 referentes aos hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos do nucleo esteroidal.

No espectro de RMN'H da mistura 2A e 2B foi observado um sinal
na regido de hidrogénios olefinicos em 65,72 (s/, 1H), o qual foi atribuido ao H-
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4 e a auséncia do hidrogénio carbindlico em C-3 sugeriu uma oxidagdo nessa
posicdo. O sinal em ¢ 199,7 referente a carbono carbonilico, observado no
espectro de RMN"C de 2 (FIGURA 4.4) indicou ser uma carbonila. A
comparagdao com dados da literatura (JOSHI, et al., 1974), (TABELA 4.1),
confirmou ser a sitostenona a substincia 2A. Ainda no espectro de RMN'H
(FIGURA 4.3), a presenca de um multipleto em 0 5,20 referentes a hidrogénios
olefinicos, indicou que provavelmente a sitostenona encontrava-se em mistura.
Esses dados foram comprovados pelo do espectro de ESI (FIGURA 4.5), onde
pode-se observar a presenga da sitostenona 2A (m/z 412), da estigmastenona 2B

(m/z 410) e da campestenona 2C (m/z 398).
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FIGURA 4.3 — Espectro de RMN 'Hde 2 (CDCls, 200 MHz)
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FIGURA 4.4 — Espectro de RMN"C de 2 (CDCl;, 50 MHz).

TABELA 4.1 — Dados de RMN'H de 2 (200 MHz, CDCls)

H Sitostenona 2 JOSHI, et al., 1974
(200 MHz, CDCl) (80MHz, CDCl3)

4 5,72 (sl) 5,80 (s])

18 0,71 (3H, s) 0,70 (3H, s)

19 1,18 (3H, s) 1,20 (3H, s)

21 1,14 (3H, d) 1,09 (3H, d)
26 0,78 (3H, d) 0,78 (3H, d)

27 0,88 (3H, d) 0,88 (3H, d)

29 0,83 (3H, ?) 0,80 (3H, d)
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FIGURA 4.5 — Espectros de massas de 2A, 2B ¢ 2C (ESI =70 eV)

No espectro de RMN'H de 3 (FIGURA 4.6) pdde-se observar um
acumulo de sinais na regiao dos hidrogénios carbindlicos sugerindo a presenga

de um agucar na estrutura.

O espectro de RMN"’C 3 (FIGURA 4.7) apresentou cinco sinais
referentes a carbonos carbinolicos entre 6 71,5 — 78,4, um sinal em ¢ 102,4
referente ao carbono anomérico em C-1’ ¢ um carbono metilénico em 62,7 o

caracterizando uma glicose ligada ao esqueleto esteroidal.
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FIGURA 4.7 — Espectro de RMN "°C de 3 (Pyr-ds, 50 MHz)



Resultados e Discussoes

4.3 — Triterpenos

4.3.1 — Identificacao estrutural do 225,3 a-diidroxitirucala-7,24-
dien-23-ona (4)

O triterpeno 4, cristais em forma de agulha, proveniente da fracao
diclorometanica do extrato metanolico dos galhos de S. versicolor (p. 35), foi
caracterizado por RMN de 1 ¢ 2 D e comparados com dados da literatura
(LTANG et al., 1989) como sendo o triterpeno 22,3 a-diidroxitirucala-7,24-
dien-23-ona.

O espectro de RMN'H de 4 (FIGURA 4.8) apresentou oito sinais de
metilas em 6 0,64 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 60,77 (s, 3H), 60,87 (s, 3H), 60,92 (s,
3H), 60,94 (s, 3H), 61,03 (d, 3H, J = 0,64 Hz), 61,97 (d,J=1,0 Hz, 3H) ¢ 0
2,22 (d,J=1,0 Hz, 3H) e um sinal em 65,27 (dd, J =4 ¢ 2,5 Hz, 1H) referente
ao hidrogénio olefinico H-7. Estes dados juntamente com os 30 sinais de
carbono observados no espectro de RMN"’C, (FIGURA 4.9), indicaram se tratar
de um triterpeno do tipo tirucalano a substancia 4, classe esta, muito comum em
plantas da familia Simaroubaceae.

A posi¢do da dupla ligacdo entre os C-7 e C-8 foi confirmada
através das correlagdes do sinal 6 5,27 com os sinais referentes a C-5 (0 44.6),
C-9 (048,7) e C-14 (0 51,4), no mapa de contorno de HMBC (FIGURA 4.10).
O sinal em & 5,27, também apresentou correlacdo no espectro de COSY 'H-'H
45° (FIGURA 4.11) com o multipleto em ¢ 2,00, que foi atribuido a H-6 (m,
2H).
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Através da analise do mapa de contorno de HSQC (FIGURA 4.12)
foi possivel realizar todas as atribuigdes dos carbonos hidrogenados de 4 ¢ as
correlagdes observadas no mapa de contorno de HMBC (FIGURA 4.13)
permitiram fazer as atribui¢des dos sinais referentes aos hidrogénios das metilas:
Me-18 (6 0,87), Me-19 (0 0,77), Me-28 (0 0,92), Me-29 (6 0,94) e Me-30 (0
1,03).

A cadeia lateral foi definida pela presenca do dubleto em 64,17 (d,
J=1,6 Hz, 1H), do septupleto em 6 6,08 (J = 1,2 Hz, 1H) e de dois dubletos em
0222 e 0197 (J=1,0 Hz). O sinal em ¢ 6,08 apresentou correlagdo no
espectro de HMBC (FIGURA 4.14) com os sinais dos carbonos metilicos C-26
(0 28,1) e C-27 (0 21,3), do carbono carbonilico em ¢ 201,4 e do carbono
olefinico em 6159,3 ¢ o sinal do dubleto em 64,17, correlaciou-se com os sinais
do carbono carbinélico em ¢ 201,4, da metila C-21 (6 11,9), do carbono em o6
39,5 e do carbono em 649,0 definidos através do espectro de HSQC (FIGURA
4.12) como sendo o C-20 e C-17, respectivamente. Portanto os sinais em ¢ 6,08

e 04,17, foram definidos como sendo H-24 ¢ H-22, respectivamente.
K

- | \

0
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Foram observados, ainda no espectro de HMBC (FIGURA 4.14) as
correlacdes dos sinais das metilas vinilicas Me-26, 62,22 (d, J = 1,0 Hz, 3H) ¢
Me-27, 61,97 (d,J=1,0 Hz, 3H) com os sinais em 6 119,2 e 6 159,3 referentes
aos carbonos olefinicos C-24 e C-25, respectivamente. A estereoquimica da
cadeia lateral foi baseada em comparagdo com dados da literatura (PAULA,
1996 e LIANG et al., 1989) (TABELA 4.2), cujo autor definiu a estereoquimica
através de experimento utilizando éster de Mosher, sendo caracterizado como o

228,3 e~diidroxitirucala-7,24-dien-23-ona, o triterpeno 4.
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FIGURA 4.8 — Espectro de RMN 'H de 4 (CDCl;, 400 MHz)
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TABELA 4.2 — Dados de RMN'H e de RMN3C de 4

H/C Triterpeno 4 LIANG et al., 1989 Triterpeno 4 LIANG et al.,1989
(400MHz, CDCly) (400MHz, CDCly) (100MHz, CDCls) (100MHz, CDCls)
1 1,50 (m) - 31,2 31,5
2 1,606 ¢ 1,94 (m) 1,596 ¢ 1,94 (m) 25,4 25,6
3 3,46 (¢, 1H, J=2,6 Hz) 3,47 sl 76.9 76,9
4 - - 374 37,6
5 1,80 (m) - 44,6 44,8
6 1,97 (m) e 2,04 (m) 1,94 ¢ 2,04 (m) 23,9 24,2
7 5,27 (dd, 1H,J=4 e 2,5 Hz) 5,28 (m) 117,9 118,2
8 - - 146,0 146,2
9 2,43 (m) - 48,7 48,9
10 - - 34,0 34,9
11 1,60 (m) - 17,9 18,2
12 1,57 (m) e 1,80 (m) - 33,6 33,8
13 - - 43,3 43,5
14 - - 514 51,7
15 1,57 (m) e 1,80 (m) - 34,0 34,2
16 1,44 (m) - 28,0 28,3
17 2,03 (m) - 49,0 49,3
18 0,87 (s, 3H) 0,88 () 21,9 22,2
19 0,77 (s, 3H) 0,78 (s) 13,0 13,2
20 1,90 (m) 1,85 (m) 39,5 39,8
21 0,64 (d, 1H, J= 6,6 Hz) 0,64 (d,J=6,8) 11,9 12,2
22 4,17 (d, 1H,J=1,6 Hz) 4,17 sl 78,9 79,1
23 - - 201,4 201,7
24 6,08 (sept, 1H, J=1,0 Hz) 6,08 s/ 119,2 119,4
25 - - 159,3 159,7
26 2,22 (d, 3H,J=1,0 Hz) 2,22 (s, J=0,8 Hz) 28,0 28,4
27 1,97 (d, 3H,J= 1,0 Hz) 1,97 (s, J= 0,8 Hz) 21,3 21,6
28 0,92 (s, 3H) 0,92 (s) 27,8 28,1
29 0,94 (s, 3H) 0,94 (s) 21,8 22,1
30 1,03 (d, 3H, J= 0,64 Hz) 1,03 (s) 27,4 27,7
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4.3.2 — Identificacido estrutural do triterpeno eurileno (5)

O triterpeno 5 foi isolado da fracdo diclorometanica do extrato
metanolico do caule de S. versicolor (p. 31) como cristais transparentes. Sua
determinacio estrutural foi realizada através de RMN'H, RMN"’C e comparada

com dados da literatura (ARRIAGA et.al., 2002).

5
No espectro de RMN'H de 5 (FIGURA 4.15) foi observado um

sinal em ¢ 5.10, regido de hidrogénios olefinicos (¢, J = 7,0 Hz, 2H) atribuidos
aos hidrogénos H-3 e H-22; um duplo dubleto em 64,87 (dd, J = 8,3 ¢ 8,1 Hz,
2H) referentes aos hidrogénios H-11 e H-14, caracteristico de hidrogénios
acetilcarbindlicos e um multipleto em 6 3,68 (m, 2H) referentes aos hidrogénios
carbinolicos H-7 e H-18.

Na regifo mais blindada do espectro de RMN'H foi observado um
singleto em ¢ 2,07 tipico de hidrogénios metilicos de grupos acetilas; dois
singletos em 1,68 o (s, 6H) e 1,61 6 (s, 6H) atribuidos aos hidrogénios metilicos
H-1 (3H) / H-24 (3H) e H-25 (3H) / H-30 (3H). Os hidrogénios metilicos H-26 ¢
H-29 sofreram um acoplamento em “W” com os hidrogénios carbinélicos H-7 e
H-18, respectivamente, resultando em dois dubletos cada (d, J =3,1 Hz, 3H),
cujos sinais coaleceram apresentando-se como um tripleto em 6 1,17.

No espectro de RMN"C, (FIGURA 4.16) pode-se observar os
sinais em o 171,0 ¢ 0 170,8, referentes aos carbonos carbonilicos C-31 e C-33,
dos grupos acetilas; em 131,6 O correspondente aos carbonos olefinicos
totalmente substituidos C-2 e C-23; em o6 124,6 referente aos carbonos metinicos
C-3 e C-22 ¢ os sinais dos carbonos carbinolicos C-18 € C-7, em 6 86,6 €0 84,4,

respectivamente.
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O triterpeno 5 teve seus dados de RMN"C comparados com a
literatura (ARRIAGA et al., 2002 e ITOKAWA et al., 1991) (TABELA 4.3), ¢

foi identificado como sendo o triterpeno eurileno, j& isolado anteriormente de

Simaroubaceae.
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FIGURA 4.16 — Espectro de RMN"C do triterpeno 5 (CDCl;, 50MHz)
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TABELA 4.3 — Dados de RMN 'H e "°C do triterpeno 5

C Triterpeno S ARRIAGA et al., 2002
(100MHz, CDCl3) (100MHz, CDCl3)
1/24 25,7 25,6
2/23 131,6 131,5
3/22 124,5 124,4
4/21 21,2 22,0
5 373 37,2
6 72,0 71,9
7 86,6 86,5
8 25,6 25,6
9 34,9 34,8
10 83,6 83,6
11 78,1 78,0
12 27,0 26,9
13 26,9 26,7
14 77,0 77,5
15 83,8 83,8
16 34,2 34,1
17 25,6 25,5
18 84,4 84,3
19 72,7 72,6
20 37,6 37,4
25/30 17,6 17,6
26 24,2 24,1
27 22,8 22,7
28 22,5 22,5
29 24,0 24,0
Acgo 170,9 170,9
Acgo 170,8 170,8
Me-AcO 21,2 21,2
Me-AcO 21,1 21,1




Resultados e Discussoes

4.3.3 — Identificacdo estrutural dos triterpenos lupeol (6) e
lupenona (7)

O triterpeno 6 foi isolado do extrato hexanico das folhas de H.
puberula e da fracdo diclorometanica do extrato metanolico dos galhos de S.
versicolor (p. 26 e 35), ja o triterpeno 7 foi isolado da fragdo hexanica dos
galhos de H. puberula (p. 22). Ambos foram identificados através de
experimentos de RMN'H, RMN"’C, PENDANT e DEPT 135 °.

Os espectros de RMN'H tanto de 6 como de 7 (FIGURAS 4.17 ¢
4.18, respectivamente) mostraram a presenca de seis singletos na regido entre o
0,70 — 1,07, referentes aos hidrogénios metilicos ligados a carbonos terciarios e
um singleto em aproximadamente o 1,68, que corresponde aos hidrogénios
metilicos ligado a um carbono insaturado. Esses dados, juntamente com os
sinais em 04,57 (dd, J=2,4¢ 1,2 Hz) e em 04,69 (d, J = 2,1 Hz), sugeriram a
natureza dos triterpenos 6 € 7 como tendo o esqueleto do tipo lupanico.

O sinal em 3,20 6 (dd, J = 10,0 e 4,8 Hz) observado no espectro de
RMN'H de 6 (FIGURA 4.17) indicou a presenca de um hidrogénio carbindlico,
sugerindo um grupo hidroxila em C-3.

No espectro de RMN"C de 6 (FIGURA 4.19) pode-se observar 30
sinais para carbonos, sendo 7 metilicos, 11 metilénicos, 6 metinicos, 5 carbonos
quaternarios € um carbono olefinico totalmente substituido. Esses sinais foram
confirmados no experimento de PENDANT (FIGURA 4.20). As analises desses

dados indicaram ser o lupeol o triterpeno 6.
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A auséncia do hidrogénio carbinélico no espectro de RMN'H do
triterpeno 7, (FIGURA 4.18) e a presen¢a de um sinal de carbono carbonilico
em & 218,1 no espectro de RMN"’C (FIGURA 4.21) sugeriram ser a lupenona a
substancia (7), cujos dados de RMN"C juntamente com os dados de DEPT
135°, (FIGURA 4.22) mostraram a presenca de 7 sinais de carbono metilico, 11
carbonos metilénicos, 5 carbonos metinicos, carbonos quaternarios, um carbono
carbonilico e um carbono olefinico totalmente substituido. Os triterpenos 6 e 7

tiveram seus dados comparados com os da literatura (TABELA 4.4).
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FIGURA 4.20 — Espectro de PENDANT do triterpeno 6 (CDCl;, 200MHz)
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FIGURA 4.22 — Espectro de DEPT 135° do triterpeno 7 (CDCl;, 200MHz)
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TABELA 4.4 — Dados de RMN"’C dos triterpenos 6 ¢ 7

C 6 ARRUDA, 1990 7 MAHATO et al., 1994
(200 MHz, CDCls) (200 MHz, CDCls)

1 38,7 38,7 39,6 39,7
2 27,4 274 33,6 34,2
3 78,9 78,9 218,1 217,0
4 38,8 38,8 473 474
5 55,3 55,3 54,8 55,0
6 18,3 18,3 21,0 20,0
7 343 34,2 33,6 33,7
8 40,8 40,8 40,8 40,1
9 50,4 50,4 49,7 50,0
10 37,1 37,1 36,9 37,0
11 20,9 20,9 21,5 21,5
12 25,1 25,1 252 253
13 38,0 38,0 38,2 38,8
14 42,8 42,8 43,0 43,0
15 27,4 27,4 274 28,0
16 35,6 35,5 35,5 35,6
17 43,0 43,0 42,9 43,0
18 483 482 48,2 484
19 47,9 47,9 47,9 48,0
20 150,9 150,9 150,8 150,8
21 29,8 29,8 29,9 30,0
22 40,0 40,0 40,0 40,0
23 28,0 28,0 26,7 26,7
24 153 15,4 21,0 21,0
25 16,1 16,1 15,9 15,9
26 16,0 15,9 15,7 15,9
27 14,5 14,5 14,5 14,5
28 18,1 18,1 17,9 18,0
29 109,3 109,3 109,4 109,4
30 19,3 19,3 16,0 19,4
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Os triterpenos sdo substincias contendo 30 atomos de carbonos.
Podem ser formados através da jun¢do de duas unidades de farnesilpirofostfato,
formando o esqualeno, cuja ciclizacao resulta em diferentes tipos de esqueletos,
sendo conhecidos mais de 4000 triterpenos naturais (DEWICK, 2001). O

ESQUEMA 4.2, representa uma rota biogenética do triterpeno 5 e no
ESQUEMA 4.3 a dos triterpenos 4, 6 ¢ 7.
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ESQUEMA 4.2: Proposta biogenética para a formacao do triterpeno 5 (adaptada
de DEWICK, 2001)
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eufol (20R)
tirucalol (20S)

228S,3a-diidroxitirucala-7,24-dien-23-ona
@) lupenona

O

ESQUEMA 4.3: Proposta biogenética para a formacao dos triterpenos 4, 6 ¢ 7
(adaptada de DEWICK, 2001)
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4.4 — Alcaloides
4.4.1 — Identificacao estrutural do Alcaldide N-metil-4-metoxi-2-
quinolona (8)

O alcaloide 8 foi isolado do extrato hexanico das folhas de H.

puberula (p. 26) cuja caracterizacio foi realizada por RMN'H ¢ "C e
comparagdo com a literatura (NAYAR et al., 1971).

OCH;
5
4
6 4a 3
2
7
N 0]
3 8a |
CH;
8

O espectro de RMN'H de 8 (FIGURA 4.23) apresentou quatro
sinais relativos a hidrogénios aromaticos em 6 7,97 (dd, J = 8,0 e 1,5 Hz), ¢
7,60 (ddd, J=38,6,7,0e 1,5Hz), 67,33 (dl, J=8,6Hz) e 6 7,29 (ddd, J = 8,0,
7,0 e 1,0 Hz). As multiplicidades destes sinais indicaram a presenga de um anel
aromatico orto dissubstituido na estrutura de 8. A presenca do sinal em ¢ 6,04
(s, 1H) indicou se tratar de um alcaldéide 4-R-2-quinolonico, pois esse sinal ¢
tipico do H-3, nesse tipo de estrutura. Foram observados também os sinais em o
3,95 (s, 3H) e 0 3,67 (s, 3H), sendo estes, referentes as metilas ligadas a
heteroatomos.

O espectro de RMN"’C de 8 (FIGURA 4.24) mostrou a presenca de
onze sinais, quatro referentes a carbonos aromaticos, sendo o sinal em 6 164,0
referente a uma carbonila de sistema «,f insaturado; cinco carbonos metinicos e
dois de carbonos metilicos. A presenca do carbono metilico em 6 29,0, indicou
que a metila encontrava-se diretamente ligada ao nitrogénio, pois se estivesse

diretamente ligada ao oxigénio esta, estaria mais desblindada.
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literatura

A anélise dos dados espectroscopicos e comparacao com dados da

(NAYAR et al., 1971) indicaram ser o alcaloide 8 a N-metil-4-metoxi-

2-quinolona (TABELA 4.5).

ISSCh 2558382888 S 5 3
28T Y BBHITLLIN 3 > 5
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NP N7 NOS S RN
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FIGURA 4.23 — Espectro de RMN H do alcaléide 8 (CDCl;, 200MHz)
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FIGURA 4.24 — Espectro de RMN"C do alcal6ide 8 (CDCls, 50MHz)
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TABELA 4.5 — Dados de RMN'H de 8

H/C Alcaloide 8 NAYAR et al., 1971 Alcaloide 8
(CDCl;, 200MHz) (CDCl;, 200MHz) (CDCl;, 5S0MHz)
2 - - 164,0
3 6,04 (s, 1H) 6,01 (s, 1H) 96,5
4 - - 162,7
4a - - 116,5
5 7,97 6(dd, J=8-,0¢ 1,5 Hz, 1H) 8,00 123,3
6 7,29 8(ddd, J=8,0,7,0 e 1 Hz, 1H) 7,35 121,6
7 7,60 8(dd, J=8,6,7,0 e 1,5 Hz, 1H) 7,55 131,2
8 7,33 5(dl, J=8,6 Hz, 1H) 7,35 114,0
8a - - 139,6
N-CHj; 3,67 d(s, 1H) 3,69 6(s, 1H) 29,0
0O-CH; 3,95 8 (s, 1H) 3,99 6(s, 1H) 55,8

4.4.2 — Identificacido estrutural dos Alcalodides furoquinolinicos (9)
- (13)

Os alcaloides do tipo furoquinolinicos sdo muito comuns em varias
espécies de Rutaceae (MESTER, 1983). Os alcaloides 9, 10 ¢ 12 foram isolados
dos galhos de H. puberula (p. 22 e 24) e das folhas desta mesma planta foram
isolados os alcaldides 10, 11 e 13 (p. 26 e 27). Estes tipos de alcaloides
apresentam caracteristicas bastante peculiares em seus espectros de RMN'H
facilitando sua caracteriza¢do: um singleto em aproximadamente ¢ 4,40 relativo
a metoxila em C-4 e dois dubletos (J = 2,8 Hz) préximo a o 7,65 ¢ 6 7,10

referente aos hidrogénios furanicos H-2’ e H-3".
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Os espectros de RMN'H dos alcaldides 9 — 13 (FIGURAS 4.25;
4.27; 4.29 e 4.31 respectivamente) apresentaram um sinal proximo a ¢ 4,40 (s,
3H) e dois sinais proximos a ¢ 7,65 (d, J = 2,8 Hz) e 6 7,10 (d, J = 2,8 Hz)
indicando a presenca dos hidrogénios H-2’ e H-3" respectivamente, do nucleo
furoquinolinico nas estruturas desses alcaldides.

Foram observados também no espectro de RMN'H de 9 (FIGURA
4.23) quatro sinais referentes aos hidrogénios aromaticos. Nos alcaloides
furoquinolicos H-5 ¢ sempre o mais desblindado devido ao efeito de compressao
estérica da metoxila em C-4, desta forma, o sinal em ¢ 8,30 (dd, J = 8,3 ¢ 1,2
Hz) foi atribuido a H-5; para H-6, por acoplar com duas constantes orfo com H-
5 e H-7, e uma constante meta com H-8, foi atribuido o sinal em 67,45 (ddd, J =
8,3; 7,0 e 1,5 Hz); o sinal em 67,70 (ddd, J = 8,5; 7,0 e 1,2 Hz) foi atribuido ao
H-7 e em 68,0 (dd, J= 8,5 ¢ 1,5 Hz) ao hidrogénio H-8; esses dados sugeriram
que a substancia 9 era um alcaloide furoquinolinico nao substituido denominado
dictamina.

No espectro de RMN'"C do alcaléide 9 (FIGURA 4.26) foram
observados doze sinais de carbonos, sendo cinco sinais referentes a carbonos
aromaticos, seis a carbonos metinicos ¢ um de carbono metilico (TABELA 4.6).
Estes dados, comparados com os da literatura (PUSSET et al, 1990),
confirmaram a estrutura de 9, como sendo o alcaloide dictamina (TABELA 4.6).

A substincia 10 apresentou no seu espectro de RMN'H (FIGURA
4.27) os sinais dos hidrogénios furanicos 2’ ¢ 3’ em 6 7,66 (d, J=2,8 Hz) ¢ 0
7,08 (d, J= 2,8 Hz) e da metoxila em C-4 em 0 4,46.

O sinal desblindado em 6 7,86 (dd, J = 8,5 ¢ 1,2 Hz) foi atribuido
ao hidrogénio H-5. Devido as constantes de acoplamento, esse sinal indicou a
presenca de H-6 ¢ H-7. O sinal em ¢ 7,37 (¢, J = 8,5 Hz) foi atribuido ao
hidrogénio H-6, por acoplar com duas constantes orfo com os nucleos dos
hidrogénios H-5 e H-7. Ja para H-7 foi atribuido o sinal em 67,05 (dd, J=8,5 ¢
1,2 Hz), por acoplar com uma constante orto com H-6 e uma constante meta
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com H-5. Observou-se ainda no espectro de RMN'H um singleto em & 4,09 (s,
3H) referente a metoxila situada em C-8.

Esses dados juntamente com os dados do espectro de RMN'"C
(FIGURA 4.28) e comparagao com a literatura (JACQUES PUSSET at al.,
1990) (TABELA 4.6) indicaram ser a substancia 10, o alcaldide o-fagarina.

O espectro de RMN'H da substancia 11 (FIGURA 4.29) apresentou
um sinal em ¢ 4,43, relativo a metoxila em C-4 e dois dubletos (J = 2,8 Hz) em
07,56 e 07,03, referentes aos hidrogénios furanicos H-2’ e H-3’, indicando se
tratar de um alcaldide furoquinolinico. Observou-se ainda, dois singletos em &
7,47 (s, 1H) e 6 7,33 (s, 1H) na regido aromatica, que foram atribuidos aos
hidrogénios H-5 e H-8, respectivamente; a presenga do grupo doador de elétrons
(metoxila) em orto fez com que o sinal referente a H-5 ficasse mais blindado,
que no alcaldide 9. Foram observados também, dois singletos em 64,03 (s, 3H)
e 04,02 (s, 3H) referentes a grupos metoxilas, que provavelmente estariam na
posi¢ao C-6 e C-7.

No espectro de RMN"C (FIGURA 4.30) foram observados 13
sinais, que somados aos dados anteriores € em comparagdo com a literatura
(PUSSET, et al, 1990) levaram ao alcaldéide kokusaginina como sendo a
substancia 11 (TABELA 4.6).

A substincia 12 apresentou no seu espectro de RMN'H (FIGURA
4.31), além dos sinais caracteristicos do nucleo de alcaldides furoquinolinicos,
sinais muito parecidos com o da substancia 11, ou seja, dois singletos em ¢ 7,50
(s, 1H) e 67,30 (s, 1H), atribuidos aos hidrogénios H-5 e H-8, respectivamente.
A auséncia dos grupos metoxilas e a presenca de um singleto em o 6,09
integrando para dois hidrogénios, indicaram na molécula um grupo
metilenodioxi na posicdo C-6 e C-7, esses dados foram confirmados através do
carbono metilénico em & 102,5 observado no espectro de RMN'"C (FIGURA
4.32) e comparagao com a literatura (PUSSET, et al, 1990) (TABELA 4.6)

como sendo o alcaldide maculina.
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A substincia 13 apresentou no seu espectro de RMN'H (FIGURA
4.33) os mesmos sinais que foram observados para o alcaldide 12: os
hidrogénios do anel furano em 67,59 (d, J=2,8 Hz, IH) ¢ 67,03 (d, J= 2,8 Hz,
1H); a metoxila em C-4 em 6 4,41 (s, 3H) e um singleto integrando para dois
hidrogénios em 6 6,09 (s, 2H) referente aos hidrogénios do grupo metilenodioxi.
A presenca de um hidrogénio aromatico em 6 7,28 (s, |H) e uma metoxila em o
4,27 (s, 3H), sugeriu que uma das posigdes, C-5 ou C-8, estaria substituida.
Baseados em estudos de RMN'H (ROBERTSON, 1963) ¢ de sintese organica
(AYAFOR et al., 1984) foi verificado que o grupo metoxilico estaria ligado a C-
8. O composto 13 ¢ relatado como sendo o alcaldide flindersiamina, que vem
sendo isolado em espécies de Rutaceae desde 1957 (OKUGUM e AYAFOR,
1977). Os dados de RMN"’C (FIGURA 4.34) em comparagdo com a literatura
(PAULINI et al., 1989) reforcam a estrutura do alcaldide 13 (TABELA 4.6).

6219
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4.4486

1.00 0.98 1.25 1.03 0.96
[ [ gy |

FIGURA 4.25 — Espectro de RMN'H do alcaléide 9 (CDCls, 200MHz)
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FIGURA 4.28 — Espectro de RMN"’C do alcaldide 10 (CDCl;, 50MHz)
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FIGURA 4.29 — Espectro de RMN'H do alcaléide 11 (CDCls, 200MHz)
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FIGURA 4.30 — Espectro de RMN">C do alcaldide 11 (CDCl;, 50MHz)
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FIGURA 4.31 — Espectro de RMN'H do alcaléide 12 (CDCls, 200MHz)
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FIGURA 4.34 — Espectro de RMN"’C do alcaléide 13 (CDCl;, 50MHz)

TABELA 4.6 — Dados de RMN °C dos alcaldides 9 — 13

C 9 Lit? 10* Lit’10  11* Lit11  12% Lit."12 13* Lit."13
2’ 143,5 143,6 143,9 143,9 1424 1424 1425 1426 143,0 143,0
3’ 104,7 104,7 104,5 104,5 1045 1046 1044 1045 104,4 1043
2 164,0 163,8 163,2 1632  163,1 163,0  163,1 163,1 162,5 162,6
3 118,7 118,8 119,7 1197 113,0 12,9 1143 1144 115,0 115,0
4 156,8 156,9 156,9 156,9 1555 1556 1559  156,0 156,2 156,1
4a 103,4 103,6 103,9 103,9 1022 102,2  100,1 101,6 103,0 103,0
5 1223 122,4 123,4 1141 1003 100,1  101,6 1025 92,5 93,4
6 123,7 123,8 123,4 123,5 1478 1478 1460 1461 146,8 146,7
7 129,6 129,7 107,8 107,8 1526 152,6  150,7  150,8 138,1 138,0
8 127,8 127,8 154,35 1546  106,8 106,7  102,5 1045 137,5 137,7
8a 145,6 145,6 137,0 137,5 1427 142,5 1438 1439 135,9 136,0
4-0OCH; 59,0 59,0 59,0 59,0 58,8 58,8 58,9 58,9 59,0 58,9
6-OCH; - - . . 56,0 56,0 . . . .
7-OCH; - - - - 56,0 55,9 - - - -
8-OCH; - - 55,9 56,0 - - - - 60,6 60,6
2” - - - - - - 98,0 98,0 101,6 101,5

Lit." : PAULINI et al., 1989 (CDCls, 100MHz)
*: (CDCls, 50MHz)
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TABELA 4.7 — Dados de RMN 'H dos alcaldides 9 — 13

H alcaloide 9 alcal6ide 10 alcaloide 11 alcaloide 12 alcalodide 13

2’ 7,64 (d, J=2,8 Hz) 7,66 (d, J=2,8 Hz) 7,56 (d, J=2,8 Hz) 7,56 (d,J=2,8 7,59 (d,J=2,8

Hz) Hz)

3 7,08 (d, J=2,8 Hz) 7,08 (d, J=2,8 Hz) 7,03 (d, J=2,8 Hz) 7,03 (d,J=2,8 7,03 (d,J=2,8

Hz) Hz)
5 8,30(dd,J=83¢12 7,.86(dd,J=8,5¢1,2 7,47 (s) 7,50 (s) 7,28 (s)
Hz) Hz)
6 7,45 (ddd, J= 8,3; 7,37 (t, J= 8,8 Hz)
7,0 e 1,5 Hz)
7 7,70 (ddd, J = 8,5; 7,05 (dd,J=8,5¢ 1,2
7,0 e 1,2 Hz) Hz)
8 8,0(dd,J=8,5¢1,5 - 7,33 (s) 7,30 (s)
Hz)

2”7 - - - 6,09 (s) 6,09 (s)
4-OCH; 4,44 (s) 4,46 (s) 4,43 (s) 4,40 (s) 4,41
6-OCH; - - 4,03 (s) - -
7-OCH; - - 4,02 (s) -
8-OCHj; - 4,09 (s) - 4,27

4.4.3 — Identificacao estrutural do Alcaldide 14
O alcaloide 14 foi 1solado do extrato diclorometanico das folhas de

H. puberula (p. 27) e foi caracterizado por RMN'H, RMN"’C e comparacgdo com
a literatura (JANUARIO, 1995).

O OH

14

O espectro de RMN 'H de 14 (FIGURA 4.35) apresentou quatro
sinais na regido de hidrogénios aromaticos, evidenciando um anel orto
dissubstituido: 08,37 (dd, J=38,1 e 1,4 Hz), 67,68 (ddd, J=28,7,7,0 e 1,4 Hz), 6
7,46 (dl, J= 38,7 Hz) e 67,26 (ddd, J = 8,1, 7,0 ¢ 0,8 Hz), que foram atribuidos
aos hidrogénios H-8, H-6, H-5 e H-7, respectivamente. Observou-se ainda no
espectro dois sinais de metoxilas em ¢ 3,92 (s, 3H) e 64,00 (s, 3H); um sinal de
N-Me em ¢ 3,78 (s, 3H) e um singleto em ¢ 6,21 (1H), caracteristico do
hidrogénio H-4 de alcaldides acridonicos substituidos em C-2, C-3 e C-4. A

presenga de um singleto em ¢ 14,75 ¢ caracteristico do hidrogénio da hidroxila
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quando esta encontra-se quelada com o oxigénio do grupo -carboxilico,
confirmando a presenca da hidroxila na posi¢ao C-1.

Através das informagdes descritas anteriormente, o alcaldide 14 foi
caracterizado como a sendo a arborinina. A comparagéo dos valores de RMN"C
(FIGURA 4.36) com os da literatura (BERGENTHAL et al., 1978) (TABELA

4.8) confirma a estrutura proposta.
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FIGURA 4.35 — Espectro de RMN'H do alcaléide 14 (CDCls, 200MHz)
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FIGURA 4.36 — Espectro de RMN"’C do alcaléide 14 (CDCl;, 50MHz)

TABELA 4.8 — Dados de RMN 'H e *C do alcaloide 14

H/C Alcaloide 14 Alcaloide 14 BERGENTHAL et al., 1979
(CDCl;, 50 MHz) (CDCls, 50 MHz)

1 - 155,7 155,8

2 - 129.9 130,2

3 - 159,1 159,3

4 6,21 (s) 86,7 86,7

5 7,46 (dl, J=8,7 Hz) 114,5 114,5

6 7,68 (ddd, J=18,7,7,0e 1,4 133,7 133,9
Hz)

7 7,26 (ddd, J=8,1,7,0e 0,8 121,2 121,4
Hz)

8 8,37 (dd,J=8,1e 1,4 Hz) 126,0 126,6

9 - 180,4 180,8

11 - 140,1 140,5

12 - 105,3 105,8

13 - 120,3 120,7

14 - 141,6 142,0

N-CH; 3,78 (s, 3H) 33,8 34,1

2-OCHj; 3,92%* (s, 3H) 60,6 60,8

3-OCH,; 4,00* (s, 3H) 55,8 56,0

* = valores intercambiaveis
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4.4.4— Identificacio estrutural dos Alcaloides 15 e 16

Mais de trinta e cinco alcaldides do tipo cantin-6-ona tem sido
isolados de trinta e seis espécies de plantas, sendo vinte e nove desses alcaldides
isolados de espécies da familia Simaroubaceae, portanto, estes compostos
formam um importante grupo do ponto de vista quimiotaxonémico (OHMOTO
e KOIKE, 1989).

Os alcaldides 15 e¢ 16 foram isolados do caule da fracao
diclorometanica do extrato metandlico de S. versicolor (p. 35). Suas estruturas

foram elucidadas através de RMN'H, °C, COSY, HMBC e HSQC.

15 16
Os alcaldides cantinénicos sdo de facil identificagdo. Por serem

altamente conjugados, possuem coloragdo as vezes fosforescente e forte
absor¢do na luz UV. Possuem caracteristicas estruturais que tornam seus
espectros particulares, que sao os dois dubletos em aproximadamente 67,95 ¢ &
8,86, ambos com J = 5,0 Hz, referentes aos hidrogénios H-1 ¢ H-2 do anel
piridinico (anel B).

Os espectros de hidrogénio dos alcaldides 15 ¢ 16 (FIGURAS 4.37
e 4.38) além de apresentarem os dois dubletos referentes aos hidrogénios H-1 e
H-2 em aproximadamente 6 8,80 ¢ 0 7,80, apresentaram em comum, sinais de
quatro hidrogénios aromaticos em ¢ 8,11 (ddd, J = 7,8, 1,2 e 0,8 Hz) que foi
atribuido ao hidrogénio H-8 por acoplar com H-9 com uma constante orfo, em
meta com H-10 e com uma constante para com H-11. Para o H-9 foi atribuido o

sinal em 67,52 (ddd, J= 17,8, 7,6 e 1,00 Hz) por acoplar com uma constante orto
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com H-8 e H-10 e acoplar com uma constante meta com H-11. O sinal em o
7,71 (ddd, J = 8,0, 7,0 e 0,8 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-10 por acoplar
com duas constantes grandes com H-9 e H-11 e uma constante pequena com H-
8, conseqiientemente o sinal em ¢ 8,67 (td, J = 8,0 ¢ 1,00 Hz) foi atribuido ao
H-11. Esses dados foram confirmados no espectro de COSY 'H-'H dos
alcaldides 15 ¢ 16 (FIGURAS 4.39 ¢ 4.40), sugerindo para estas estruturas, um
anel aromatico orto dissubstituido (TABELA 4.9).

Foi observado também no espectro de RMN'H de 16 (FIGURA
4.38) um sinal em 67,21 (s, 1H), indicando que apenas um dos carbonos, C-4 ou
C-5, estaria substituido e que provavelmente o substituinte desta posicao seria
um grupo metoxila, evidenciado pela presenga de um singleto em o6 4,09. Ja no
espectro de RMN'H de 15 (FIGURA 4.37) os sinais em 54,09 e &4,48, ambos
integrando para trés hidrogénios e a auséncia do singleto em 6 7,21, presente na
estrutura de 16, evidenciaram dois grupos metoxilas nas posi¢des C-4 ¢ C-5.
Esses dados foram confirmados através dos sinais dos carbonos metilicos em o
61,5 ¢ 561,3 obsevados no espectro de RMN"’C de 15 (FIGURA 4.41). Foram
observados também um carbono carbonilico em o6 158,4 e treze sinas de
carbonos aromaticos, sendo sete deles, totalmente substituido . Ja o espectro de
RMN"C de 16 (FIGURA 4.40) apresentou somente um sinal de carbono
metilico em 6 56,9, um carbono carbonilico em 6 155,4 ¢ treze sinas de carbonos
aromaticos sendo seis deles totalmente substituido. Os sinais de carbono
metilicos em aproximadamente 61,0 6 em ambos os espectros indicaram que as
metilas estavam ligadas diretamente ao oxigénio.

Os experimentos de HSQC e HMBC de 15 (FIGURAS 4.43 ¢ 4.44)
permitiram atribuir todos os sinais de carbono e hidrogénios na molécula
(TABELA 4.11). Para o alcaldide 16 os experimentos de HSQC ¢ HMBC
(FIGURAS 4.45 e 4.46), além de permitirem as atribui¢des dos sinais dos
carbonos e hidrogénios, confirmaram a posi¢do da metoxila em C-5, através das
correlagdes entre o sinal em o6 7,21com os sinais em 6 127,6, 6 137,0 ¢ 6 154,6
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referentes aos carbonos C-15, C-16 e C-6, respectivamente, este sinal, foi
atribuido ao hidrogénio H-4; identificando assim o alcaléide 15 como 4,5-
dimetoxicantin-6-ona e o alcaléide 16 como sendo o 5-metodxicantin-6-ona, ja
descritos anteriormente na literatura (RODRIGUES-FILHO, 1992 e VIEIRA,
1995).
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FIGURA 4.37 — Espectro de RMN'H do alcaléide 15 (CDCls, 400MHz)
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FIGURA 4.41 — Espectro de RMN"’C do alcaldide 15 (CDCl;, 50MHz)
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FIGURA 4.43 — Mapa de contorno de HSQC do alcalodide 15 (CDCl;, 400 MHz)
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FIGURA 4.45 — Mapa de contorno de HSQC do alcaloide 16 (CDCl;, 400 MHz)

98



Resultados e Discussoes

'm n | ”L
‘: "
o o Q
©
8 .+ 9
8 .l ® '
Qo
% 0
(o] (o]
3 ® °

110

130

140

FIGURA 4.46 — Mapa de contorno de HMBC do alcaldide 16 (CDCl;, 400
MHz)

TABELA 4.9 — Dados de RMN 'H dos alcaléides 15 ¢ 16

(RODRIGUES-FILHO, 1992)

H

0 AN —

Nel

11
4-OCH;
5- OCH;

15
(CDCl, 400 MHz)

7,95(d, J=5,0 Hz)
8,86 (d, J=5,0 Hz)
8,11 (ddd, J=17,8,1,2¢0,8
Hz)

7,52 (ddd, J=1,8,7,6 ¢
1,00 Hz)

7,71 (ddd, J = 8,0, 7,0 ¢ 0,8
Hz)

8,67 (td, J= 8,0 e 1,00 Hz)
4,48, s
4,09, s

(CDCls, 200 MHz)

7.89(d, J = 5,1 Hz)
8,81 (d,J=5,1 Hz)

8,04 (dd, J= 8,0 ¢ 1.3 Hz)
7,47 (dt,J=8,0 ¢ 1,0 Hz)
7,67 (dt,J=8,0 ¢ 1,3 Hz)
8,60 (dd, J=18,0 e 1,0 Hz)

4,67, s
4,08, s

16
(CDCl,, 400 MHz)

7,84(d, J = 5,1 Hz)
8,76 (d, J = 5,1 Hz)
7.21 (s)

8,09 (dt, J=8,0 e 1,0 Hz)
7,70 (td, J = 8,10 e 1,20 Hz)
7,56 (td, J = 7,80 e 1,20 Hz)

8,71 (d, J= 8,10 Hz)

4,06, s

(VIEIRA, 1995)
(CDCL,, 400 MHz)

7,83(d, J = 5,1Hz)
8,76 (d, J = 5,1Hz)
7,12 (s)

8,11 (d, J= 17,6 Hz)
7,70 (1, J = 7,6 Hz)
7,53 (t,J="1,6 Hz)
8,71 (d, J= 17,6 Hz)

4,07, s
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TABELA 4.10 — Dados de RMN *C de 15 ¢ 16

C (15) (OHMOTO & KOIKE, 1989) (16) (VIEIRA, 1995)
(CDCl,, 400 MHz)

1 115,6 114,9 113,8 113,7

2 145,3 1445 146,0 145,8

4 146,0 142,0 110,0 109,8

5 152,9 152,1 154,6 1544

6 158,4 157,4 155,4 155,2

8 117,0 116,2 117,6 117,4

9 130,8 130,0 130,6 130,5

10 125,3 125,6 125,8 125,7

11 122,5 121,8 122,6 122,6

12 124,8 124,0 125,3 125,1

13 139,2 138,2 139,1 138,9

14 130,1 129,1 129,4 129,2

15 128,6 127,6 127,6 1273

16 133,5 132,7 137,0 136,7
4-OCH; 61,5 61,2 - -
5-0CH; 613 61,0 56,9 56,9

TABELA 4.11 — Correlagdes 'H — °C de 15 e 16 a J ‘e J observadas no
experimento de HMBC (400MHz, CDCl;)

15H 5 15C6S 16H 5 16C S
1 7,95 128,0 ¢ 1454 7,84 129.4
2 8,86 115,0 ¢ 130 8,76 113,8,129,4
136,9
4 - - 7,21 127,6 ¢ 136,9
8,11 130,0, 130,9 ¢ 139,7 8,70 1258 ¢ 1253
9 7,52 117,1 e 124 7,70 122,6 ¢ 139,1
10 7,71 122,0 € 139,3 7,56 117,5 ¢ 1253
11 8,67 124,0 e 1254 8,10 130,6 ¢ 139,1
4-OCH; 4,48 152,0 - -
5-OCH; 4,10 140 e 155,0 4,06 154,6 ¢ 110
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4.4.5— Identificacio estrutural dos Alcaloides 17 e 18

Os alcaldides f-carbolinicos quando substituidos apenas na posi¢ao
1 podem ser facilmente identificados através dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios H-3 e H-4, 68,15 — 8,55 e 67,80 — 8,35, respectivamente, € com J
= 5,0 a 6,0 Hz. Substituintes com efeito doador eletronico na posi¢ao 1
provocam um deslocamento do sinal de H-4 para regido mais blindada, ja os

substituintes com efeito receptor eletronico tem efeito oposto (VIEIRA, 1995).

Os alcaldides f-cantindnicos 17 e 18 foram isolados da fracdo
diclorometanica do extrato metandlico do caule de S. versicolor (p. 31) e
tiveram suas estruturas elucidadas através de RMN de 1 e 2 D e espectrometria
de massas.

O espectro de RMN'H de 17 (FIGURA 4.47) apresentou dois
dubletos em 6 7,94 (d, J = 8,5 Hz, 1H) e 66,78 (d, J = 8,5 Hz, 1H), indicando
um acoplamento orto, que foram atribuidos aos H-5 e H-6, respectivamente. A
presenga de um singleto em ¢ 6,94 (s, 1H) indicou tratar-se de um anel
aromatico trissubstituido e esse sinal foi atribuido ao hidrogénio H-8. Os
mesmos sinais, também puderam ser observados no espectro de RMN'H de 18
(FIGURA 4.48), que também apresenta um anel aromatico trissubstituido, tendo

sido observado também um acoplamento em meta entre os hidrogénios H-8 e H-

6.
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FIGURA 4.48 — Espectro de RMN'H do alcal6ide 18 (CDCls, 400MHz)
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Os espectros, tanto do alcaldide 17 como o de 18, apresentaram
dois dubletos, sendo em 6 8,10 (d, J=4,8 Hz, 1H) e 67,82 (d, J = 4,8 Hz, 1H)
paral7e 68,38 (d,J=5,3Hz, 1H) e 67,84 (d, J= 5,3 Hz, 1H) para o alcaldide
18, que foram atribuidos aos hidrogénios do anel piridinico H-3 e H-4. Como os
sinais referentes aos hidrogénios H-4 em ambos as estruturas encontraram-se
blindados e a auséncia do sinal referente a H-1 evidenciaram que a posi¢ao C-1
estaria substituida por um grupo doador de elétrons.

No espectro de RMN'H de 17 (FIGURA 4.47) observou-se um
quadrupleto em 6 3,14 (¢, J = 7,3 Hz, 2H), € um tripleto em 6 1,40 (z, J = 7,3
Hz, 3H) sugerindo ser uma etila o substituinte na posicdo C-1. O espectro de
massas ES+ do alcaldide 17 (FIGURA 4.49) apresentou m/z 213,3, indicando
que possivelmente o alcaldide 17 possui uma hidroxila, (TABELA 4.12). Uma
proposta de fragmentacdo para este alcaloide foi representada no ESQUEMA
4.4,

071004
simoneSVCH12526filhos212_5eV 38 (0.461) Daughters of 213ES+
2134 2.11e6
1004
= %]
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
simoneSVCH12526filhos212_10eV 23 (0.290) Daughters of 213ES+
2134 1.52¢6
1004
%
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
ssssss SVCH12526filhos212_15eV 32 (0.393) Daughters of 213ES+
1004 2134 e6
%
198.4
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ A\ L L L L A L AN LA L AL AR LA RAMM RAA MR MR A
simoneSVCH12526filhos212_20eV 33 (0.405) Daughters of 213ES+
1004 2134 1.00e6
198.4
|
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
simoneSVCH12526filhos212_25eV 53 (0.633) Daughters of 213ES+
198.4 951e5
1004
% J 2134
“““““““““““““““““ A ————
simoneSVCH12526filhos212_30eV 28 (0.347) Daughters of 213ES+
198.4 8.57e5
1004
%
170.3 2133
e
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
simoneSVCH12526filhos212_35eV 33 (0.405) Daughters of 213ES+
198.4 4.01e5
1004
% 1703 )ﬂ(
A ,
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ miz
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310

FIGURA 4.49 — Espectro de massas (ES+) de 17
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ESQUEMA 4.4 — Proposta de fragmentagdo para o alcaloide 17 (ES+)

O espectro de COSY 'H-'H de 18 (FIGURA 4.50) confirmou as
atribuicoes dadas aos hidrogénios aromaticos € aos do anel piridinico. Na
ampliagdo do espectro de COSY 'H-'H de 18 (FIGURA 4.51) foi observado o
acoplamento entre os hidrogénios em 62,97 (t, J=6,7 Hz) ¢ 63,44 (t, J = 6,7
Hz) (TABELA 4.13).

7.8
g -

| —
)
B
o

FIGURA 4.50 — Espectro de COSY 'H-'H de 18 (CDCls, 400MHz)
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FIGURA 4.51 — Ampliagio do espectro de COSY 'H-'H de 18 (CDCl;,
400MHz)

Os experimentos de HSQC (FIGURA 4.52) e HMBC (FIGURA
4.53) contribuiram para as atribui¢des dos sinais de hidrogénios e carbonos do
alcaldide 18, permitindo verificar as correlagdes do sinal em 6 2,97, referente
aos hidrogénios H-2’, com os dos sinais dos carbonos em 6 175,0; 6 143,0 ¢ o
28,8, atribuidos aos C-3’; C-1 e C-1’. Para sinal em ¢ 3,44, referente aos
hidrogénios H-1’, foram observados as correlagdes no espectro de HMBC com
os sinais em o 135,0; o0 143,0 ¢ o 175,0, referentes aos C-12; C-1 ¢ C-3’ ¢
finalmente para o sinal dos hidrogénios do grupo metoxila em o 3,66, foi
verificado a correlagdo com o sinal em o 175,0, sinal este, referente ao carbono
carbonilico C-3’. A partir dessas correlagdes, foi verificado que a metoxila
encontrava-se no C-3’ e provavelmente o grupo hidroxila em C-7 e que o

substituinte em C-1 seria o éster propionoato de metila (TABELA 4.14).
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FIGURA 4.52 — Mapa de contorno de HSQC de 18 (CDCl;, 400 MHz)
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FIGURA 4.53 — Mapa de contorno de HMBC de 18 (CDCl;, 400 MHz)

TABELA 4.12 — Dados de RMN 'Hde 17 ¢ 18

H 17 18
3 8,10 (d,J=4,8 Hz) 8,38 (d,J=5,3 Hz)
4 7,82 (d, J= 4,8 Hz) 7,84 (d, J= 5,3 Hz)
5 7,94 (d, J= 8,5 Hz) 8,12 (d, J=1,8 Hz)
6 6,78 (d, J= 8,5 Hz) 7,30 (d,J=17,8 ¢ 1,0 Hz)
8 6,94 s 7,56 (d, J=1,0 Hz)
1’ 3,14 (¢q,J=17,3 Hz) 3,44 (¢t,J=6,7 Hz)
2’ 1,40 (¢,J=17,3 Hz) 2,97 (¢t,J=6,7 Hz)
N-H 9,0 s/ 8,8 sl
3’0OCH; - 3,66, s

TABELA 4.13 — Correlagdes 'H-'H de 18 observadas nos experimentos de
COSY (400 MHz, CDCl,)

H (18)
3 7,84
4 8,38
5 7,30
6 8,12¢7,56
8 7,30
I 2,97
2’ 3,44
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TABELA 4.14 — Correlacdes 'H — °C a J', /7 ¢ J de 18 observadas no
experimento de HSQC e HMBC (400 MHz, CDCl;)

HSQC Il HMBC

) C () H () C (3)
8,38 140,0 8,38 1133 € 129,5
8,12 121,7 8,12 128,4 ¢ 1415
7,84 1133 7,84 135

7,56 111,9 7,56

7,30 120,0 7,30 111,9

3,66 52,0 3,66 175

3,44 28,8 3,44 175, 135,0 ¢ 143,0
2,97 32,8 2,97 175, 143 ¢ 28,8

Os alcaloides sdao bases organicas nitrogenadas presentes
principalmente em plantas, mas também, hd ocorréncias em microorganismos,
insetos e anfibios. Sua basicidade ¢ conferida pela presenga de um ou mais
atomos de nitrogénio em anéis heterociclicos (CORDELL, 1981).

Os alcaldides derivados da fenilalanina/tirosina, do triptofano, do
acido antranilico, derivados da histidina e alcaldides de origem nao definidas,
como os carbazois, sao os de maiores ocorréncia na familia Rutaceae, sendo os
derivados do 4acido antranilico considerados marcadores quimiotaxonOmicos
desta familia (WATERMAN, 1999).

Nos ESQUEMAS 4.5 e 46 estdo representados propostas
biossintéticas para a formacdo dos alcaldides derivados do 4&cido antranilico,
substancias 8 a 14 ¢ no ESQUEMA 4.7, proposta biossintética para a formagao

dos alcaldides derivados do triptofano, substancias 15 a 18.
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(adaptada de DEWICK, 2001)
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ESQUEMA 4.7: Proposta biogenética para a formagao dos alcaldides 15 ao 18
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4.5 — Flavonoides

4.5.1 — Identificacio estrutural dos flavondides 19 - 21

Os flavonoides 19-21 foram isolados da fracao diclorometanica do
extrato metanolico das folhas de H. puberula (p. 33) e foram identificados
através de RMN'H, RMN"C, HSQC e HMBC e comparados com dados da
literatura (PELTER et al., 1976, VASCONCELOS et al., 1998 ¢ FRASER &
LEWIS, 1974).

Analisando os espectros de RMN'H de 19 ¢ 20 (FIGURAS 4.54 ¢
4.55) observaram-se sinais em ¢ 3,10 (dd, J = 3,0 e 17,1 Hz), 62,78 (dd, J =
13,0e 17,1 Hz) e em 65,37 (dd, J = 3,0 e 13,0 Hz) atribuidos, respectivamente,

aos hidrogénios H-3a, H-3b e H-2 do anel C de flavonoide e estes sinais sao
tipicos de uma flavanona.

A presenca de nove sinais de hidrogénios na regido aromatica do
espectro de RMN'H de 19 em conjunto com a anélise do espectro de RMN"C
(FIGURA 4.56), onde foi verificada a presenca de um carbono carbonilico em
191,9 e doze sinais de carbonos aromaticos, sendo trés deles totalmente
substituido, indicaram a auséncia de substituintes nos anéis A e B, sugerindo ser
a substancia 19 a flavanona. Os dados de RMN'H e "°C de 19 foram comparados
com a literatura (PELTER et al., 1976), (TABELA 4.15) confirmando sua

1dentificacao.
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FIGURA 4.55 — Espectro de RMN'H do flavonoide 20 (CDCl;, 200MHz)
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FIGURA 4.56 — Espectro de RMN"C do flavonéide 19 (CDCls, S0MHz)

Ja para a substancia 20 foi observado no espectro de RMN'H
(FIGURA 4.55) um sinal em ¢ 12,1 (s, 1H) caracteristico de hidrogénio de
hidroxila quando esta se encontra quelada, posicionada em C-5. Os dubletos em
06,96 (d, J= 8,8 Hz, 2H) ¢ 6 7,38 (d, J = 8,8 Hz, 2H,) foram atribuidos aos
hidrogénios H-3’, H-5" e H-2’, H-6’ que sdo quimicamente equivalentes devido
a livre rotagdo do anel B. No espectro de HMBC de 20, (FIGURA 4.57) foi
observado a correlagdo do sinal em ¢ 3,84, referente aos hidrogénios do grupo
metoxila, com o sinal em 6 160,0; o qual também estd correlacionado ao sinal
em o 7,38, correspondente aos hidrogénios H-2’ ¢ H-6’. Esses dados indicaram
que o grupo metoxila encontrava-se em C-4’. Os sinais em ¢ 5,99 (s/, 1H) e 0

5,98 (sl, 1H) foram atribuidos aos hidrogénios H-6 ¢ H-8, respectivamente.
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Através dos experimentos de HSQC (FIGURA 4.58) ¢ HMBC
(FIGURA 4.57), podem-se atribuir todos os carbonos da substincia 20
(TABELA 4.16) que em comparacao com a literatura (VASCONCELQOS et al.,
1998) (TABELA 4.15) mostrou se tratar da flavanona Isosakuranetina.

—200

e ————————— PPM(F1)
PPM (F2) 12 10 8 8 4 2 0

|
FIGURA 4.57 — Mapa de contorno de HMBC de 20 (CDCl;, 400 MHz)
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FIGURA 4.58 — Mapa de contorno de HSQC de 20 (CDCl;, 400 MHz)
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TABELA 4.15 — Dados de RMN'H e RMN"C das flavanonas 19 e 20

H/C 19'H 19 °C PELTER et al., 20 'H
(CDCls, (CDCL,, 1976 (CDCl;, 50MHz)
200MHz) 50MHz)
2 5,48 (dd, J = 79,6 79,5 537 (dd,J=3,0¢
32¢13,0 13,0 Hz)
Hz)
3a 2,91 (dd, J= 44,6 44,6 3,10 (dd, J=13,0¢
32e16,8 17,1 Hz)
Hz)
3b 2,09 (dd, J = 44,6 44,6 2,78 (dd,J=3,0 e
16,9 ¢ 13,0 17,1 Hz)
Hz)
4 - 191,9 191,6 -
5 7,93 (dd, J = 127,0 126,9 -
1,6 ¢ 8,0 Hz)
6 7,46 (m) 121,6 121,5 5,99 (s1)
7 7,06 (ddd, J 136,1 136,0 -
=1,6,70¢
8,6 Hz)
8 7,52 (dd, J = 118,1 118,0 5,98 (s])
1,7 ¢ 8,6 Hz)
9 - 161,5 161,3 -
10 - 120,9 120,8 -
r - 138,7 138,6 -
2’ 7,50 (m) 126,1 126,0 7,38 (d,J= 8,8 Hz)
3 7,40 (m) 128,8 128,7 6,96 (d,J = 8,8 Hz)
4 7,35 (m) 128,0 128,0 -
5 7,40 (m) 128,8 128,7 6,96 (d, J= 8,8 Hz)
6 7,50 (m) 126,1 126,0 7,38 (d, J = 8,8 Hz)
4-OCH; - - - 3,84 (s)
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VASCONCELOS, 20 °C VASCONCELOS,
etal., 1998 (CDCls, etal., 1998
50MHz)
536 (dd,J=3,1¢ 79,7 78,9
13,0 Hz)
3,10 (dd, J=13,5 44,0 43,1
e 17,2 Hz)
2,79 (dd,J=3,5¢ 44,0 43,1
17,2 Hz)
- 195,6 196,1
) 164,2 164,3
6,00 (d,J=23 96,0 96,7
Hz)
) 164,5 164,9
598 (d,J=2,3 97,2 95,5
Hz)
- 163,9 163,2
- 103,1 103,0
- 130,8 130,3
738 (d,J=8,7 130,0 127,7
Hz)
6,95 (d,J=8,7 114,0 114,2
Hz)
- 160,0 160,0
6,95 (d, J=8,7 114,0 114,2
Hz)
738 (d, J=8,7 130,0 127,7
Hz)
3,84 (s) 56,0 55,4
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TABELA 4.16 — Dados de HSQC e HMBC para a flavanona 20

20 'H 20 °C 20 °C
J Jel
2 537 79,7
32 3,10 44,0 195.6
3b 2,78 44,0 79,7
4-OMe 3,84 56,0 160,0
5-0H 12,1 - 97,2,103,8 ¢ 164,5
6 5,99 96,0
8 5,98 97,2
37e5 6,96 114,0 130,8
2’e6 7,38 130,0 79,7, 130,0 e 160,0

O flavonoide 21 apresentou no espectro de RMN'H (FIGURA 4.59)
dois dubletos com constante de acoplamento meta (J = 2,3 Hz) em 6 6,57 ¢ 6
6,40, indicando um anel A tetrasubstituido e esses deslocamentos foram
atribuidos aos hidrogénios H-8 ¢ H-6, sendo H-6 o mais blindado devido ao
efeito de blindagem exercido pelos substituintes em C-5 e C-7.

O anel B pode ser caracterizado pelo singleto em ¢ 7,08 (2H),
correspondente aos hidrogénios H-6" e H-2’, cuja equivaléncia ¢ ocasionada
pela livre rotagdo deste anel. A presengca de um singleto em o 6,63, sinal
caracteristico do hidrogénio H-3 em flavonas, e cinco metoxilas na regido entre
0 3,92 ¢ o0 3,97, indicam que, possivelmente trata-se de uma flavona
pentametoxilada.

No espectro de RMN"C de 21 (FIGURA 4.60) notou-se a presenca
de cinco carbonos metilicos, cinco carbonos metinicos em 6 56,2, 6 56,4 (3C) e
0 61,0; um carbono carbonilico em 6 177,4 e quatorze carbonos aromaticos,
sendo oito deles totalmente substituido.

A analise do conjunto de dados em compara¢do com a literatura
(FRASER & LEWIS, 1974) indicaram ser a flavona 21 a 5,7,3°,4,5-
pentametoxiflavona (TABELA 4.17).
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FIGURA 4.59 — Espectro de RMN H do flavonéide 21 (CDCl;, 200MHz)
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FIGURA 4.60 — Espectro de RMN"C do flavonéide 21 (CDCls, 50MHz)
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TABELA 4.17 — Dados de RMN'H da flavona 21

H/C 21'H FRASER & 21°C FRASER &
(CDCls, 200 MHz) LEWIS, 1974 (CDCLs, 50 MHz) LEWIS, 1974

) ] ; 160,4 160,5

3 6,63 (s) 6,62 (s) 108,9 108.9

4 - - 1774 177,5

5 - - 160.8 161,0

6 6,40 (d,J=2,3Hz) 6,39 (d,J=2,3Hz) 96,2 96,2

7 - - 164,0 164,1

8 6,57(d,J=2,3Hz)  6,57(d, J=2,3Hz) 92,9 92,9

9 - - 159.8 159,9
10 - - 109,3 109,3
1’ - - 127,0 126.8
2 7,08 (s) 7,09 (s) 103,6 1035
3 - - 153,6 153,6
4 - - 140,8 140,9
5 - - 153,6 1536
6 7,08 (s) 7,09 (s) 103,6 103,5
OCH,; 3,92 (s) 3,92 (s) 56,4 55,8
OCH; 3,93 (s) 3,93 (s) 56,4 56,4
OCH; 3,96 (s) 3,95 (s) 56,4 56,4
OCH; 3,96 (s) 3,95 (s) 56,4 56,4
4-0OCH; 3,97 (s) 3,96 (s) 61,0 61,0

4.5.2 — Determinacao estrutural da substancia 22

A substancia 22 foi isolada da fracdo hexanica do extrato
metanolico do caule de H. puberula (p. 29). Através da andlise de RMN de 1 e 2
D foi proposto um estilbeno, como sendo a substancia 22.

O espectro de RMN'H de 22 (FIGURA 4.61) (TABELA 4.18)
apresentou sinais relativos a cinco hidrogénios na regido aromatica em 6 7,92 (s,
J=14Hz, 1H); 67,49 (d,J=1,4 Hz, 1H); 67,43 (dd, J= 1,6 ¢ 8,0 Hz, 1H); 6
7,34 (d,J=1,6 Hz, 1H) ¢ 6 6,89 (d, J = 8,0 Hz, 1H). Esses dados indicaram na

molécula dois anéis aromaticos, sendo um deles tetrasubstituido € o outro
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trisubstituido, cujas correlagdes foram confirmadas no espectro de COSY

(FIGURA 4.62).

6,89

7,34

O sinal em 6 6,90 (s, 1H) correlacionou-se no mapa de contorno de
HSQC (FIGURA 4.64) com o carbono em 6 100,7, indicando que possivelmente
se tratava de um hidrogénio ligado a um carbono sp®. Observou-se ainda no
espectro de RMN de hidrogénio (FIGURA 4.61), um sinal em 6 6,03 (s, 2H)
caracteristico de hidrogénios de carbono do grupo metilenodioxi e dois sinais de
hidrogénios de grupos metoxilicos em o6 4,08 € 6 3,95, sendo que este Ultimo
encontrava-se ligado ao carbono em & 52,2, caracteristico de carbono de
metoxila de grupo éster.

A analise do mapa de contorno de HSQC de 22 (FIGURA 4.64)
permitiu atribuir os valores de deslocamento quimico dos carbonos ligados a

esses hidrogénios.

%/O
> 6,03

101,4

% o w
i% H3CO/\§ 3 s6.2
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Através do espectro de RMN"’C (FIGURA 4.63) pode-se observar
a presenga de 18 carbonos, sendo um referente ao carbono do grupo
metilenodioxi ¢ 101,4, dois de grupos metilicos (6 52,2 e 56,2), um carbono
carboxilico em 6 167,3, dois carbonos que através das correlagdes observadas no
mapa de contorno de HMBC (FIGURA 4.65) indicaram se tratar de carbonos

sp> (6100,7 e §157,2) e doze carbonos aromaticos sendo seis deles totalmente

substituidos.

-
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FIGURA 4.61 — Espectro de RMN 'H de 22 (CDCls, 400 MHz)
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FIGURA 4.62 — Espectro de COSY 'H-"H de 22 (CDCl;, 400 MHz)
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FIGURA 4.63 — Espectro de RMN"’C de 22 (CDCl;, 100 MHz)
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FIGURA 4.64 — Mapa de contorno de HSQC de 22 (CDCl;, 400 MHz).

Através do mapa de contorno de HMBC (FIGURA 4.65) foi
possivel fazer as correlagcdes do sinal do hidrogénio em 6 6,89 com os sinais o
1240 ¢ o 148,3, que foram atribuidos aos carbonos C-1° e C-3°,
respectivamente. O hidrogénio em o© 7,43 apresentou correlagdo com os
carbonos em 0 105,6; 0 148,2 ¢ 0 157,2, atribuidos aos carbonos C-2’; C-4’ ¢ C-
2. A correlagdo do hidrogénio em 6 7,34 com os carbonos em 6 119,5; 6148,3 ¢
0 157,2 confirmaram a posi¢ao do carbono C-6’; C-4’ ¢ C-2.

O carbono em 0 157,2 foi definido como sendo o carbono olefinico
C-2, devido o mesmo também estar correlacionando-se no mapa de contorno de

HMBC (FIGURA 4.65) com o hidrogénio em ¢ 6,90, estando dessa forma,
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ligado ao C-1". A correlacdo do hidrogénio em 6 6,03 com os carbonos em o

148,3 e 0 148,3, indicaram o grupo metilenodidxi nas posi¢des C-4’ ¢ C-3°.

Ainda no mapa de contorno de HMBC (FIGURA 4.65), observou-
se a correlacdo do hidrogénio em ¢ 7,49 com os carbonos em ¢ 146,5 (C-9); o
115,8 (C-5); 6144,8 (C-8) e 0167,3 (C-1""") e o sinal do hidrogénio em ¢ 7,92
com os carbonos em o6 100,7 (C-3); 6 107,4 (C-7); 6 146,5 (C-9) e 6167, 3 (C-
1), sendo o sinal em ¢ 167,3 ja atribuido para o carbono carboxilico do grupo
¢éster, indicando que possivelmente este seria o substituinte em C-6. A
correlacao dos hidrogénios da metila em 64,08 com o carbono aromatico em o
144,8, permitiu que se definisse uma das metoxilas como sendo o substituinte da
posicao C-8. A correlacao do sinal do hidrogénio em 67,92 com o carbono em &
100,7, fez com que fosse ligado as duas partes determinadas da molécula.

Possivelmente as posi¢oes C-9 e C-2 estariam ligadas através de um éter.
7,92

H
1158 )OJ\
107,4 146,5 %777, 16730CH;

Unindo as partes identificadas da molécula, foi possivel propor um

estilbeno, como sendo a substancia 22.
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FIGURA 4.65 — Mapa de contorno de HMBC de 22 (CDCl;, 400 MHz)

Flavonodides sdao heterosideos com quinze carbonos em seu
esqueleto basico, sendo substancias fendlicas do tipo Cs-C3-Cy. Podendo ser
coloridos ou incolores e concentram-se mais na parte aérea das plantas,
ocorrendo em menor propor¢do nas raizes e rizomas.

Os flavonoides tém origem biossintética mista, ou seja, parte do seu
esqueleto deriva do caminho do acetato e a outra parte deriva do caminho do
chiquimato, mais precisamente do acido p-cumarico.

No ESQUEMA 4.8, estd representado uma proposta biogenética

para a formacdo dos flavonoides 19, 20 e 21 e para o estilbeno 22.
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ESQUEMA 4.8: Proposta biogenética para a formagao dos flavonoides 19 — 21
e para o estilbeno 22 (adaptado de DEWICK, 2001)
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TABELA 4.18 — Dados de RMN'H e RMN"C de 22

H/C C (d) H (3)
I’ 124,0 -
2’ 105,6 7,34 (d, 1H, J=1,6Hz)
3 148,3 -
4 148,2 -
5 108,7 6,89 (d, 1H, J=8,0 Hz)
6’ 119,5 7,43 (dd, 1H, J=8,0 ¢ 1,6Hz)
2 157,2 -
3 100,7 6,90 (s, 1H)
4 130,7 -
5 1158 7,92 (d, 1H, J=1,4 Hz)
6 126,0 7,49 (d, 1H, J=1,4Hz)
7 107,4 -
8 144,8 -
9 146,5 -
1> 167,3 -
1” 101,4 6,03 (s, 2H)
5’-OMe 56,2 4,08 (s, 3H)
1"’-OMe 52,2 3,95 (s, 3H)

TABELA 4.19 — Dados de HMBC ., J e J'de 22

H () C (o)

7,92 100,7; 107,4; 146,5 ¢ 167,3
7,49 115,9; 144,8; 146,5 ¢ 167,3
7,43 105,6; 148,2 ¢ 157,2
7,34 119,5; 1482 ¢ 157,2
6,90 130,7; 146,5 ¢ 157,2
6,89 124,0 ¢ 148,2

6,03 148,2 ¢ 1483

4,08 144.8

3,95 1673
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4.6 — Cumarinas

Quando analisadas por CCDA e expostas a luz ultravioleta (254
nm), as cumarinas apresentam uma fluorescéncia azulada tornando uma forte
caracteristica dessa classe de compostos.

As cumarinas apresentam caracteristicas bastante comuns em seus
espectros de RMN'H, facilitando sua caracterizacdo. Quando ndo estdo
substituidas nas posigdes C-3 e C-4 apresentam dois dubletos em
aproximadamente 6,30 ¢ 7,60 o (J = 9,5 — 10 Hz), atribuidos aos hidrogénios H-
3 e H-4, caracteristico de hidrogénios de ligagdao dupla cis conjugada com grupo
lactonico e com o anel aromatico.

O hidrogénio H-4 encontra-se sempre mais desblindado que o H-3
devido a contribuicdo da estrutura de ressonincia na qual se verifica uma
deficiéncia eletronica sobre o carbono a que este se encontra ligado. Quando ha
substituintes oxigenados na posicao C-5, o sinal do dubleto correspondente ao
hidrogénio H-4, que normalmente aparece em 7,60 6, encontra-se desblindado
acima de 8,00 J. Este fato se deve ao efeito de anisotropia da ligagdo C-O da
posi¢ao C-5 e do efeito de compressao estérica.

Das cumarinas isoladas neste trabalho nenhuma apresentou

substitui¢ao em C-5.
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4.6.1 — Identificacio estrutural das cumarinas 23 — 27

As cumarinas 23-25 foram isoladas da fracao diclorometanica do
extrato metanodlico do caule de S. versicolor (p. 31) e as cumarinas 26 ¢ 27 da
fracdo hexanica do extrato metanolico do caule de H. puberula (p. 29) e tiveram

suas caracterizacoes realizadas através de experimentos de RMN de 1, 2 D e

EM.

5 4 5 4 HO 4a
] 4a X 3 H3CO N 4a XN 3 2 X 3
HO™ 7 X¢78>0720 H;CO™ 7 X(78>072 N0 H;CO™ 7 ¢ 8#°07270
OCH;
23 24 25

Na analise dos espectros de RMN'H de 23-25 (FIGURAS 4.66,
4.67 e 4.68) foi observado os sinais em 06,17 (J=9,5 Hz) ¢ 67,84 (J=9,5 Hz)
que foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-3 e H-4 de um esqueleto
cumarinico.

A cumarina 23 apresentou também um dubleto em 6 7,44 (J = 8.5
Hz) que foi atribuido ao hidrogénio H-5 que acopla com uma constante grande
em orto com H-6; um duplo dubleto em 66,79 (J = 8,5 e 2,3 Hz) referente ao
hidrogénio H-6 que acopla em orto com H-5 e em meta com H-8 e um dubleto
em o0 6,70 (J = 2,3 Hz) referente ao hidrogénio H-8 que acopla com uma
constante pequena em meta com H-6. Esses dados sugeriram como sendo a
cumarina 23, uma cumarina simples sem substituicoes, denominada 7-
hidréxicumarina (TABELA 4.20). O espectro de massas da 7-hidréxicumarina

(FIGURA 4.69) confirmou a formula molecular CoHO; através do pico do ion
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molecular m/z 162 e possiveis fragmentacoes (ESQUEMA 4.9). Os dados de
RMN'H foram comparados com os dados da literatura (KONG et al., 1995).

No espectro de RMN'H da cumarina 24 (FIGURA 4.67) além dos
sinais dos hidrogénios olefinicos do esqueleto cumarinico referente aos
hidrogénios H-3 e H-4, foi observado um singleto em ¢ 6,85 integrando para
dois hidrogénios sugerindo a existéncia de dois hidrogénios aromaticos na
molécula que sé poderiam ser atribuidos aos hidrogénios H-5 e H-8, por nao
fazerem nenhum tipo de acoplamento entre si, indicando também que as
posicoes C-6 e C-7 estariam substituidas. Os sinais em o 3,96 e o 3,93,
integrando para trés hidrogénios cada um, indicaram que possivelmente as
substitui¢des das posigdes C-6 e C-7 seriam por grupos metoxilas.

O espectro de massas da cumarina 24 (FIGURA 4.70) observou-se
o pico do ion molecular m/z 206, o ESQUEMA 4.10, sugere possiveis
fragmentagdes para essa cumarina, que juntamente com os dados da literatura
(MAFEZOLI, 2001) confirmaram a estrutura proposta como sendo a 6,7-
dimetoxicumarina (C;1H;004) (TABELA 4.20).

O espectro de RMN'H da cumarina 25 (FIGURA 4.68) mostrou-se
bem caracteristico de cumarinas simples, apresentando dois dubletos em ¢ 6,20
(d,J =94 Hz) e 67,85 (d, J = 9,4 Hz) referentes aos hidrogénios da dupla
ligacdo conjugada a carbonila lactonica H-3 e H-4, respectivamente. A presenca
de um singleto em 6 6,90 foi atribuida ao hidrogénio H-5, indicando que o anel
aromatico encontra-se substituido nas posicdes C-6, C-7 e C-8. Os singletos em
03,95 e 63,90, tipicos de metoxilas, sugeriram serem estas, jJuntamente com um
grupo hidroxila, os substituintes do anel aromatico.

O espectro de massas da cumarina 25 (FIGURA 4.71) exibiu o pico
do ion molecular m/z 222, confirmando os substituintes propostos para a
estrutura de 23. O pico em m/z 207 [M-15], cuja intensidade ¢ de 18 %, sugere
que na posi¢do 6, provavelmente se encontra o grupo hidroxila, pois se nessa

posicdo houvesse uma metoxila, este pico apresentaria intensidade maior, uma
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vez que seria estabilizado pelo oxigénio do anel lactonico, € isso ndo ¢
observado no espectro (ESQUEMA 4.11). Esses dados juntamente com a
medida do ponto de fusdo de 25 (pf = 191 °C), permitiram identificar a cumarina
25 como sendo a arscontina, diferenciando-a dos seus isomeros isofraxidina (pf
= 148-149 °C) e isofraxidina (pf = 196-197 °C) (AHLUWALIA et al., 1978)
(TABELA 4.20).

H H;CO H
o) N 3 N ,CO N
H;CO O O OH O O H;CO O O
OCH; OCH; OH
Arscontina Isofraxidina Fraxidina
T T A AS S A 75 it

Methalnol-d4

FIGURA 4.66 — Espectro de RMN'H da cumarina 23 (CH;0D, 200MHz)
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FIGURA 4.67 — Espectro de RMN'H da cumarina 24 (CDCl;, 200MHz)
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FIGURA 4.68 — Espectro de RMN'H da cumarina 25 (CH;0D, 200MHz)
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FIGURA 4.69 — Espectro de massas (ESI =70 eV) da cumarina 23
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ESQUEMA 4.9: Proposta de fragmentacao da cumarina 23
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FIGURA 4.70 — Espectro de massas (ESI = 70 eV) da cumarina 24
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ESQUEMA 4.10: Proposta de fragmentacao da cumarina 24
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FIGURA 4.71 — Espectro de massas (ESI = 70 eV) da cumarina 25
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ESQUEMA 4.11: Proposta de fragmentacao para a cumarina 25

TABELA 4.20 — Dados de RMN'H das cumarinas 23-25

" H 23 KONGetal,1996 24  MAFEZOLL2001 25  AHLUWALIAer
(CH;0OD, 200 MHz)  (DMSO, 400 MHz)  (CDCl;, 200 MHz) (CDCl3, 200 MHz) (CH,0D, 200 al., 1978
MHz)
"~ 3 617(d,J=95Hz) 610(d,J=95H7) 630(d,J=95Hz)  630(d,J=95Hz)  620(d,J=94 619(d,J=95Hz)
Hz)
4 784(d,J=9,5Hz) 7,79(d,J=9,5Hz) 7,60(d,J=9,5Hz) 7,63 (d,J=9,5Hz) 785(d,J=94  7.84(d,J=9,5Hz)
Hz)
5 744 (d,J=8,5Hz) 742 (d,J=84Hz) 6,86 (s) 6,86 (s) 6,90 (s) 6,90 (s)
6 6,79 (dd,J=8,5¢ 6,77 (dd,J=8,4 ¢
2,3 Hz) 2,2 Hz)
8 6,70 (d,J=23Hz) 6,71 (d,J=2,2 Hz) 6,86 (s) 6,85 (s)
6-OCH; - - 3,95 (s) 3,96(s)
7-OCH; - - 3,93 (s) 3,93 (s) 3,95 (s) 3,94 (s)
8-OCHj - - - - 3,90 (s) 3,90 (s)
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No espectro de RMN'H da cumarina 26 (FIGURA 4.72) ndo foram
observados os dubletos correspondentes aos hidrogénios olefinicos H-3 e H-4 do
esqueleto cumarinico. O singleto em 6 7,49 (s, 1H) foi atribuido ao hidrogénio
H-4, indicando uma substituigdo na posi¢do C-3, que foi confirmada pela
presenga dos sinais em o 1,47 (s, 6H), do duplo dubleto em 6 5,06 (dd, 2H, J =
11,0 e 17,1 Hz) e do sinal em 66,18 (dd,1H, J= 11,0 e 17,1 Hz) que juntamente
com os dados de COSY (FIGURA 4.73) ¢ HMBC (FIGURA 4.74) pode-se
observar a correlacdo do sinal em ¢ 5,06 com os sinais em 0 40,4 ¢ o 145,1,
referentes aos carbonos C-1’ e C-2’°, respectivamente. Observou-se também a
correlacdo do hidrogénio em 6 6,18 com os carbonos metilicos C-5" ¢ C-6" (0
26,0) e com o carbono C-1°(640,4) e dos hidrogénios metilicos em o6 1,48 com
os sinais em 0 132,0, 40,4 e 6 145,1, atribuidos aos carbonos C-3, C-1’ ¢ C-2’

respectivamente, confirmando ser uma prenila rearranjada o substituinte em C-3.

(,% 1,48
X 7

A correlagdo do sinal de hidrogénio em 7,49 6 com os dos carbonos
emo111,8, 40,4, 6 148,8 ¢ 6160,2, atribuidos aos carbonos C-5, C-1°, C-8a ¢
C-2, confirmaram este hidrogénio na posicao C-4.

¢ R

HO _—
H;CO 0] 0]

A correlacdo do sinal em o 3,91 referente a metoxila, com o sinal
em o 149,3 indicaram que possivelmente a metoxila encontrava-se em C-7.
Esses dados, associados com o espectro de massas (FIGURA 4.75) onde foi
observado o pico do ion molecular m/z 260, indicaram ser a hidroxila o outro
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substituinte. A presenga do pico m/z 245 com intensidade relativa de 33 %,
indicam que o grupo hidroxila se encontra em C-6 e reafirmaram a metoxila na
posi¢ao C-7, pois caso contrdrio, esse pico apresentaria intensidade acima de 50
%, pois estaria estabilizando por ressonancia o ion obtido ESQUEMA 4.12.

Os singletos em 06,86 (s, 1H) e 66,83 (s, 1H) foram atribuidos aos
hidrogénios H-8 e H-5, através das correlagdes observadas no mapa de contorno
de HMBC (FIGURA 4.73).

No espectro de RMN"C, (FIGURA 4.76) pode-se observar a
presenca dos sinais em 040,4, 6 145,1, 6 111,8 e 0 26,0 referentes aos carbonos
do grupo prenila C-1°, C-2’, C-3°, C-4’ ¢ C-5’, respectivamente.

Através dos espectros de HMBC e HSQC (FIGURA 4.74 ¢ 4.77)
pode-se atribuir os valores de deslocamento quimicos de todos os carbonos da
substancia 26, sendo esta identificada como sendo a cumarina 3-(1°, 1’-

dimetilalil)-isoescopoletina.
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FIGURA 4.75 — Espectro de massas (ESI =70 eV) da cumarina 26
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ESQUEMA 4.12: Proposta de fragmentagao para a cumarina 26
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FIGURA 4.76 — Espectro de RMN"’C da cumarina 26 (CDCls, 40MHz)
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FIGURA 4.77 — Mapa de contorno de HSQC da cumarina 26 (CDCl;, 400MHz)

O espectro de RMN'H da substancia 27 (FIGURA 4.78) apresentou
sinais similares aos relatados anteriormente para a cumarina 26, ou seja, um
sinal em ¢ 7,46 (s, 1H) referente ao hidrogénio H-4; um conjunto de sinais em ¢
1,46 (s, 6H), 65,07 (dd, J = 11,0 e 17,1 Hz, 2H) e do sinal em 6 6,22 (dd, J =
11,0 e 17,1 Hz, 1H) correspondente aos hidrogénios H-4’/H-5", H-2" ¢ H-3’
correspondentes ao grupo prenila, quando esta se encontra rearranjada e os
singletos em ¢ 6,71 e 0 6,15, dos hidrogénios H-5 ¢ H-8, respectivamente e o
sinal em 6 3,91 (s, 3H), referente a uma metoxila.

Pode-se observar ainda no espectro de RMN'H a presenga de um
tripleto largo ¢ 3,55 (¢/, 2H) que mostrou correlacdo no espectro de HMBC
(FIGURA 4.79) com os sinais em 0 115,5; 6 120,9; 6 132,9 ¢ 6 143,6 referentes

aos carbonos C-6, C-2”, C-3” e C-7, respectivamente, sendo este sinal atribuido
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ao hidrogénio H-1". Os singletos em ¢ 1,85 ¢ ¢ 1,68 sdo caracteristicos de
metilas, quando estas se encontram ligadas a carbono olefinico. Estes sinais
mostraram correlagdes com os carbonos em ¢ 120,9 (C-2”) e 6 132,9 (C-3”) no
espectro de HMBC, sendo que a metila em 6 1,85 correlacionou-se também com
o sinal em 0 22,2 (C-17). Esses dados indicaram se tratar de um grupo prenila
que de acordo com as correlagdes observadas no espectro de HMBC, estaria na
posi¢ao C-6. A correlagao do sinal em 6 3,91 com o carbono em 6 143,6 (C-7)
confirmaram as posi¢oes dos substituintes da cumarina 27.

Através do espectro de HMBC, HSQC ¢ RMN"C (FIGURA 4.79,
4.80 e 4.81) foi possivel atribuir todos os valores dos carbonos e hidrogénios. Os
dados de RMN"C foram comparados com a literatura (BERGENTHAL et al.,
1978) confirmando a proposta estrutural. No espectro de massas da cumarina 27
(FIGURA 4.82), pode-se observar o pico do ion molecular em m/z 312
confirmando a estrutura proposta para cumarina 27 (ESQUEMA 4.13).

25,8
1,68
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FIGURA 4.82 — Espectro de massas (ESI = 70 eV) da cumarina 27
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ESQUEMA 4.13: Proposta de fragmentacao para a cumarina 27
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TABELA 4.21 — Dados de RMN'H e RMN"C das cumarinas 26 ¢ 27

H/C 26 26 27 27 Lit°
(CDC3, 400MHz) (CDC;, 50MHz) (CDC;, 400MHz) (CDC;, 50MHz)

2 - 1602 - 1602 1602
3 - 132,0 - 131,7 131,5
4 7,49 (s) 137,7 7,47 (s) 138,7 137.9
4a - 145,6 - 1455 145,7
5 6,83 (s) 111,8 6,71 (s) 105,1 105,3
6 - 112,0 - 115,5 115,7
7 - 149,3 - 143,6 143,6
8 6,86 (s) 102,4 6,15 (s) 146,5 146,5
8a - 148.8 - 147,5 147,7
I’ - 40,4 - 40,3 40,4
2 6,18 (H,dd,J=11,0 145,1 6,22 (1H, dd,J=11,0 ¢ 145.8 145.8

e 17,1 Hz) 17,1 Hz)
3 506(QH,dd,J=11,0¢ 111,8 507 2H, dd,J=11,0¢ 111,9 111,9
17,1 Hz) 17,1 Hz)
4 1,48 3H, 5) 26,0 1,46 3H, s) 26,0 26,2
5’ 1,48 3H, 5) 26,0 1,46 3H, s) 26,0 26,2
1 - - 3,55 (2H, d,J=7,0 Hz) 22,2 21,8
2 - - 5,27 (1H, ¢, J = 7,0 Hz) 120,9 121,0
3 - - - 132,9 133,0
4 - - 1,85 3H, s) 17,9 17,7
5 - - 1,68 3H, s) 25,8 25,8

Lit>: BERGENTHAL et al., 1978

TABELA 4.22 — Dados de HSQC e HMBC para as cumarinas 26 e 27

HIC 26H  26C J 26C Je 27H 27C J 27C JSe
4 749 1377 404,1118,1488¢1602 747 1387  403,1051,147,5¢1602
5 683 102,4 137,7 ¢ 149,3 6,71 105,1 138,7, 143,6, 145,5 ¢ 147,
8 686 11,8 1456 ¢ 112,1 6,15 1465 143,6 ¢ 145,8
2 616 145,1 26,0 ¢ 40,4 6,22 145,8 -
3505 11,8 40,4 ¢ 145,1 5,07 11,9 403
4 146 26,0 40,4,26,0, 132,0 ¢ 145,1 1,48 26,0 131,7¢ 1458
5146 26,0 40,4,26,0, 132,0 ¢ 145,1 1,48 26,0 131,8 ¢ 1458
- - - 3,55 22 115,4,120,9, 132,9 ¢ 145,0
> - - - 5,27 120,9 -
- - - 1,85 17,9 1209 ¢ 132,9
57 - - - 1,67 25,8 120,9 ¢ 132,9
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As cumarinas sdao substancias de ampla ocorréncia na ordem
Rutales. Geralmente as cumarinas desta ordem sdao oxigenadas na posicao C-7 ¢
ttm sua origem no 4acido trams-p-cumdrico que através de diversas
transformacgoes leva a formacgao da 7-hidroxicumarina, que vem a ser a estrutura
mais simples das cumarinas. No ESQUEMA 4.14, estd representada uma

proposta biogenética para formac¢do das cumarinas isoladas.

(¢ 0 (H) o]
- I
N~">oH N~“"Son OH o) SoH
> Glicosilagao -
HO GliO GliO OH

acido cinamico acido p-cinamico
Glicosilagio

isomerizacdo da

I
A A X dupla ligagdo x OH
- -
N X . CO,H
HO (o) (0] GlO 0 6] GLO ? GIO OGli
Gli

7-hidroxicumarina
(23) \)‘vow
l[O]
A X
Hom m 7
O (6] (6]
o \O QM

HO
" L
HO “ H;CO 0" o
G 6,7-dimetoxicumarina
HO o~ o 24
OH
U SAM
HO
AN
N
H;CO O (e}
OCH;
6-hidroxi-7,8-dimetoxicumarina
(25)
H3;CO
metiletergraveliferona 3-(1',1'-dimetilalil)-isoescopoletin
(27) (26)

ESQUEMA 4.14: Proposta biogenética para as cumarinas 23-27 (adaptada de
DEWICK, 2001)
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4.7 — Quassinoides

Os quassinodides sdao considerados triterpenoides degradados devido
a sua biossintese que apresenta como precursor os triterpenos tirucalol e eufol
que sofrem degradagdes oxidativas que levam a formagdo destas substancias.
Viarias evidéncias, além de experimentos com o precursor mevalonato marcado,
comprovam a sua biogénese (MORON e POLONSKY, 1968).

Podendo ser divididos em grupos de acordo com os seus esqueletos
basicos (FIGURA 4.83), a grande maioria dos quassinodides sdo substancias Cyg
tendo o esqueleto basico o esqueleto a. O anel A em quassindides pode
apresentar estruturas variadas (FIGURA 4.84), sendo as estruturas V, VI e VII
as mais raras. O anel C pode possuir em C-8 uma metila ou um grupo
hidroximetil (C-30) que forma uma ponte éter com C-11 ou C-13. O anel D

pode ter uma hidroxila em C-15 que geralmente ¢ esterificada com varios acidos

graxos pequenos.

FIGURA 4.83 — Esqueletos basicos de quassindides.
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FIGURA 4.84 — Tipos de estruturas do anel A.

O anel B e D, podem ser caracterizados pela funcionalizagdo no
carbono C-15, determinada pelo deslocamento quimico de C-16, ou seja, se C-
16 for aproximadamente 6 173 ¢ um grande indicio que exista um grupo
hidroxila livre no C-15; quando a hidroxila se encontra esterificada, o sinal para
C-16 ¢ de aproximadamente em ¢ 167 devido ao efeito y. A configuracdo [ para
os substituintes em C-15 foi estabelecida com base na constante de acoplamento
na faixa de 10-14 Hz, resultante do acoplamento de H-14 com H-15, em
aproximadamente ¢ 5,0 para hidroxilas livres e 0 5,9 quando a hidroxila se
encontra esterificada.

A configura¢do « para o oxigénio em C-7 foi determinada com base
no sinal do proton carbindlico H-7 que aparece como um tripleto com constante

de 2,0 Hz, indicando angulos de 30° com os hidrogénios na posi¢ao C-6.
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4.7.1 — Identificacido estrutural do quassinoide 28

O quassindide 28 foi isolado do caule da fra¢do diclorometanica do
extrato metanolico de S. versicolor (p. 31) e foi identificado através de RMN de

1 e2D.

OH

(28)

O tipo a para o anel A do quassindide 28 foi identificado pelos
deslocamentos quimicos, caracteristicos dos carbonos C-1, C-2, C-3 ¢ C-4 que
foram os sinais em ¢ 80,4, 6 197,4, 6 126,1 ¢ o 162,5, respectivamente, no
espectro de RMN"C de 28 (FIGURA 4.85).

A indicacdo que o grupo metila C-30 no esqueleto do quassinoide
sofreu uma oxidacao para formar um anel tetraidrofurdno no carbono C-11 ou
C-13, pode ser constatada pela presenga de dois dubletos bastante caracteristico
no espectro de RMN'H (FIGURA 4.86) referentes aos hidrogénios H-30a ¢ H-
30b, em aproximadamente 64,15 e 63,89, com J= 8,0 Hz (TABELA 4.23).

O espectro de RMN"C mostrou a presenca de vinte sinais de
carbono, indicando um esqueleto do tipo C,o (TABELA 4.24).

A formacdo do anel tetraidrofurano do tipo C-30-O-Cl11 com
formacao do hemicetal em C-11 pode ser caracterizado pela presenca do sinal
em ¢ 110,9, relativo ao carbono C-11, pois caso contrario, quando o anel ¢ do
tipo C-30-O-C-13, apareceria um sinal de carbono quaternario em
aproximadamente ¢ 80,0, e o sinal em 6 110,0 ndo apareceria.

No espectro de COSY 45° (FIGURA 4.87) a correlacdo do
hidrogénio 63,89 com 64,15 e 62,73, referentes aos H-30b ¢ H-13; juntamente
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com o singleto em o 3,34 correspondente a H-9, reforcam a proposta para o anel
tetraidrofuranico formado pela ponte C-30-O-C-11 (TABELA 4.25).

A funcionalizacdo e a configuragdo £ de C-15 foram determinadas
pelo deslocamento de C-16 em o 174,1 juntamente com o sinal em ¢ 5,51
dubleto com J = 11,0 Hz, referente ao acoplamento axial-axial do hidrogénio H-
15 com o H-14.

Aparecem ainda no espectro de RMN'H, dois singletos em 51,58 e
0 1,76 referentes as metilas em 19 e 29 respectivamente, ¢ um dubleto largo em
0 1,73 referente a metila 18. As correlagdes dos hidrogénios e carbonos foram

feitas através de experimentos de HSQC ¢ HMBC (FIGURAS 4.88 e 4.89,

TABELAS 4.26 € 4.27).
OH
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_~126.1058
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FIGURA 4.85 — Espectro de RMN "C de 28 (Pyr-ds, 50 MHz)
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TABELA 4.23 — Dados de RMN 'H de 28

H 28 VIEIRA, 1995
(Pyr-ds, 400MHz) (CDCls, 200MHz)

1 4,13 (s, 1H) 4,10 (s)

3 6,10 (m) 6,17 (s)

5 3,15 (dl, J= 12Hz) 2,88 (dI)

6a 2,19 (df) 2,29 (m)

6b 2,03 (1, J=2,9 Hz) 1,96 (m)

7 4,71 (1) 4,56(sl)

9 3,34 (s) 2,70 (s)

12 4,34 (s) 3,60 (dI)

13 2,73 (m) 2,46 (m)

14 2,37 (dd.J= 6,3 ¢ 11,0 Hz) -

15 5,51(d,J=11,0 Hz) 4,66 (d)
18-OCHj, 1,73 (dI) 1,28
19-OCH;, 1,58 (s) 1,20
29-OCH;, 1,76 (s) 2,03

30a 3,89 (d, J = 8,0 Hz) 3,71(d, J= 8,8 Hz)

30b 4,15 (d, J = 8,0 Hz) 3,94 (d,J = 8.8 Hz)

TABELA 4.24 — Dados de RMN °C de 28

C 28 VIEIRA, 1995
(Pyr-ds, 50MHz) (CDCls, 100MHz)

1 80,5 83,1
2 197,4 196,2
3 126,1 124,4
4 1625 164,4
5 42,4 45,0
6 26,7 25,5
7 78,2 78,1
8 45,6 46,9
9 45,8 41,8
10 47,5 45,1
11 110,9 109,1
12 84,5 79,4
13 33,0 31,7
14 49,7 47,9
15 68,0 66,5
16 174,2 173,7
18 16,3 14,9
19 10,7 9,9
29 223 22,9
30 71,5 71,2
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TABELA 4.25 — Dados de COSY 'H-'H de 28

H 28
1 6,10
3 4,13
5 2,03¢6,10
6a 2,03 ¢4,70
6b 2,19¢3,15
7 2,19
9 —
12 -
13 2,37 e¢4,13
14 2,73 e 5,51
15 2,37
18-OCH; 2,73
19-OCH; -
29-OCH; 6,10
30a 4,15e2,73
30b 3,89

TABELA 4.26 — Correlagdes de 'H — °C a J' de 28 observadas no experimento
de HSQC

HSQC
H () C (5)

1 4,13 80,5
3 6,10 126,1
5 3,15 42,4
6a 2,19 26,3
6b 2,03 26,3
7 4,70 78,2
9 3,34 45,6
12 434 84,5
13 2,73 33,0
14 2,37 49,7
15 5,51 68,0
18 1,73 16,3
19 1,58 10,7
29 1,76 22,3
30a 3,89 71,5
30b 4,15 71,5
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TABELA 4.27 — Correlacdes de 'H — °C a J, J° e J* de 28 observadas no

experimento de HSQC
HMBC
H (d) C©®
1 4,13 42,4 ¢126,1
3 6,10 22,3,42,4¢ 80,5
5 3,15 26,3, 10,7 ¢ 45,8
6a 2,19 45,6 ¢ 78,2
6b 2,03 42,4 ¢ 45,6
7 4,70 42,4 ¢ 45,6
9 3,34 10,7, 45,6, 71,5, ¢ 84,5
12 4,34 16,3 ¢ 45,8
13 2,73 16,3 ¢ 68,0
14 2,37 33,0,45,8 ¢ 78,2
15 5,51 33,0 49,7
18 1,73 33,0 49,7
19 1,58 47,5 ¢ 80,5
29 1,76 42,4
30a 3,89 49,7
30b 4,15 49,7 ¢ 78,2

4.7.2 — Identificacao do quassinoide 29

O quassinoide 29 foi obtido da fracdo diclorometanica do extrato

metandlico do caule de S. versicolor (p. 35). Sua identificacdo estrutural foi

realizada através de RMN 1 e 2 D e espectroscopia de massas.

(29)
No espectro de RMN"’C (FIGURA 4.90) a presenca dos sinais em &
84,9, 6 198,0, o0 126,7 ¢ o 163,0, referentes aos C-1, C-2, C-3 ¢ C-4
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respectivamente, conferem o tipo a para o anel A do quassindide 29 conforme
discutido anteriormente para o quassindide 2

Os dois dubletos em 63,9 ¢ 04,20 (d, J = 8,8 Hz) (FIGURA 4.91)
sdo caracteristicos dos hidrogénios H-30a e H-30b, quando a metila C-30 sofre
oxidagdo resultando na formagdo de um éter. A presenga do sinal em o 111,2
referente a um carbono carbindlico indica que o éter formado ¢ do tipo C-30-O-

C-11, ou seja, a formagao do hemicetal ocorre no C-11, caracterizando o anel C.

B s ) vggmmm“‘_‘“mmmmmmmqvmmmmm@-—im

SRy

24
188,032
176.894
176.818
168.713

163.005

T T T T - ™ T T v
pom 150 100 50

FIGURA 4.90 — Espectro de RMN"C do quassinoide 29 (Pyr-ds 50MHz)
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FIGURA 4.91 — Espectro de RMN'H do quassinéide 29 (Pyr-ds 400MHz)

Através do experimento de COSY H'-H' (FIGURA 4.92) pode-se
observar os acoplamentos do sinal em ¢ 1,27 (H-4’) em com os sinais em 0 2,05
e 02,20 referentes aos hidrogénios H-3’a e H-3’b respectivamente. Observou-se
ainda, o acoplamento do hidrogénio em 6 2,05 com o hidrogénio em 6 3,10 e o
sinal do hidrogénio em 6 2,20 acoplando com o sinal em 6 4,86. Os sinais, tanto
em 02,05 quanto em 02,20 integram para 2H cada um, conclui-se que os H-6a e
H-6b possuem os mesmos deslocamentos quimicos que H-3’a e H-3’b. Esses
dados foram confirmados através do mapa de contorno de HSQC (FIGURA
4.93) onde foi observado a correlagdo dos hidrogénios H-3’a e H-3’b com o

carbono 038,4 ¢ H-6a ¢ H-6b com o carbono em 026,4.
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FIGURA 4.93 — Mapa de contorno de HSQC do quassinoide 29 (Pyr-ds,
400MHz)
A analise do mapa de contorno do espectro de HSQC (FIGURA

4.94) em conjunto com os dados observados no mapa de contorno do espectro
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de HMBC (FIGURA 4.95) e dados da literatura (WATERMAN et al., 1984),
permitiu que fossem atribuidos os deslocamentos quimicos de todos os carbonos
¢ hidrogénios do quassindide 29 (TABELAS 4.28, 4.29 ¢ 4.30).

O espectro de massas de 29 (FIGURA 4.96) obtido por electrospray
modo negativo, mostrou os picos em m/z 493,5, 375,4, 345,4, 301,4 ¢ 117,2,

cujas fragmentacdes foi proposta no ESQUEMA 4.15, confirmando ser a

glaucarubinona a substancia 29.

JMLLM‘ULLK _ )LJLU‘\’ U‘L |
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FIGURA 4.94 — Mapa de contorno de HSQC do quassindide 29 (Pyr-ds,
400MHz)
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FIGURA 4.95 — Mapa de contorno de HMBC do quassindide 29 (Pyr-ds,
400MHz).
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TABELA 4.28 — Dados de RMN'H e RMN'3C da substancia 29

H/C (29) WATERMAN et al., 1984 (29) WATERMAN et al., 1984
1 4,21 (s) 4,24 (s) 84,9 82,6
2 - - 198,0 196,8
3 6,11(q, J=1,4Hz) 6,12 (q, J=2Hz) 126,7 124,8
4 - - 163,0 162,3
5 3,10(d,J=12Hz) 3,11(dd,J=10e2 Hz) 42,7 43,9
6a 2,05 (m) n.a. 26,4 24,7

6b 2,20 (m) n.a. 26,4 24,7
7 4,86 (m) 4,83 (s) 80,5 77,4
8 - - 48,6 46,8
9 3,40 (s) 3,46 (s) 41,1 41,1
10 - - 46,0 44,5
11 - - 111,2 108,9
12 4,05 (sl) 4,06 (sl) 80,3 78,4
13 2,63 (m) - 333 31,4
14 2,60 (m) 2,10 (m) 42,7 44,5
15  6,6(d,J=11,22) 6,50 (d, J=12 Hz) 71,5 69,8
16 - - 168,7 166,8
18 1,40 (d, J=8Hz) 1,43 (d, J=8Hz) 16,3 14,8
19 1,57 (s 1,58 (s) 11,3 9,9
29 1,74 (s) 1,74 (s) 22,9 22,1

30a 4,20 (d,J=9,1Hz) 3,86 (d, J=9Hz) 71,9 70,0

30b 3,90 (d,J=9,1Hz) 3,67 (d,J=9,1Hz) 71,9 70,0
I - - 176,8 174,4
2 - - 75,8 73,9

3’a 2,20 (m) n.a. 34,4 32,5
3’b 2,05 (m) n.a. 34,4 32,5
4 1,27(t,J=7,1Hz) 1,26 (t,J=7Hz) 8,9 7,6
5 1,45 (s) 1,43 (s) 26,5 24,7
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TABELA 4.29 — Correlagdes 'H — °C de 29 observadas no experimento de
HSQC

H (d) C(9)
1 421 84,9
3 6,11 126,7
5 3,10 38,7
6a 2,05 26,4
6b 2,20 26,4
7 4,86 80,5
9 3,40 46,0
12 4,05 80,3
13 2,63 333
14 2,61 42,7
15 6,6 71,5
18 1,40 16,3
19 1,57 11,3
29 1,74 22,9
30a 4,20 71,9
30b 3,90 71,9
3a 2,20 344
3’b 2,05 34,4
4 1,27 8,9
5 1,74 26,5
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TABELA 4.30 — Correlagdes 'H — °C com J e J de 29 observadas no

experimento de HMBC

H/C H (6) C (9
1 4,21 198,0, 42,7 € 126,7
3 6,11 22,9,42,7 ¢ 84,9
5 3,10 163,0

6a 2,05 80,5, 42,7 ¢ 46,8
6b 2,20 80,5, 42,7 ¢ 46,8
7 4,86 42,7 ¢ 46,0
9 3,40 11,3, 48,6, 46,8, 71,9 ¢ 84,9
12 4,05 46,0¢ 111,2
13 2,63 46,1,48,6,71,9 ¢ 80,3
14 2,61 33,3, 46,0, 168,0 ¢ 176,0
15 6,6 33,3,168,0 ¢ 176,7
18 1,40 80,3, 33,3, 42,7
19 1,57 42,7,46,0 ¢ 84,9
29 1,74 42,7,126,7 ¢ 163,0
30a 4,20 46,0¢111,2

30b 3,90 11,3, 46,0 € 80,3
3a 2,20 8,9, 46,0 ¢ 75,8
3'b 2,05 8,9,26,5 ¢ 75,8
4 1,27 34,4,75.8 ¢ 176,8
5 1,74 34,4,75.8 ¢ 176,8

SimonetDadas 15ey 22 (0.483) Sm (Mn, Se1 &), Cm (19.21116) Diaughiers of 4930 &
100 1172 fi fiTnd
[ | 4835
| W0id |
i
b 54
| 354 |
| OB
2 LA WS ,
Hrrrrerd T AL T e 8 - - ALl 0 et P L
Simone 10483 306V 15 (0.345) 5m (Mn, 51 20); Cm {12.1558) Daughtars of 433E5-

FIGURA 4.96 — Espectro de massas (ES-) da substancia 29
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R=H, m&493 B=H, mi37s R=H, mk 345
= /=
R=D, m&Z 49 R=D, mi=377 R=D, mé 347

R =H, msz 301
R=D, m< 303

R=H mzl117
R=D mz 11k

ESQUEMA 4.15: Proposta de fragmentagao para o quassindide 29
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dupla
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ESQUEMA 4.16: Proposta biogenética para os quassinoides 28 e 29 (adaptada
de DEWICK, 2001)
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OH

glaucarubolona glaucarubinona
(28 29

ESQUEMA 4.17: Proposta biogenética para formacdo do anel A dos
quassinoides 28 e 29 (adaptada de DEWICK, 2001)

4.8 — Identificaciio dos Derivados do Acido cindmico 30 e 31

(30) (31)

A substancia 30 foi isolada dos galhos do extrato hexanico de H.
puberula e das folhas do extrato diclorometanico (p. 22 ¢ 27) ¢ a 31 do extrato

diclorometano dos galhos de H. puberula (p. 24).
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Os espectros de RMN'H de 30 e¢ 31 (FIGURA 4.97 ¢ 4.98)
apresentaram dois dubletos em aproximadamente 6 7.60 (J= 16 Hz) e em 6 6.30
(J/ = 16 Hz), esses sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-7 e H-8,
respectivamente. As constantes de acoplamento de 16 Hz, sugeriram um
acoplamento de hidrogé€nios em posi¢do trans, sendo H-7, o mais desblindado
devido ao efeito hiperconjugativo dos elétrons da dupla ligacdo com os da
carbonila.

Ainda no espectro de RMN'H de 30 (FIGURA 4.97) o singleto em
0 6.74 integrando para dois hidrogénios, foi atribuido aos hidrogénios H-2 ¢ H-
6, que possuem o mesmo deslocamento quimico por serem quimicamente
equivalentes.

O espectro também indicou a presenga de quatro metoxilas duas em
03.87,uma em 0 3.86 e outra em 0 3.79, que juntamente com o sinal em 6 52,2
observado no espectro de RMN"C de 30 (FIGURA 4.99) indicou que uma das
metoxilas pertence a um grupo éster, o carbono carbonilico em o 167,8
confirmou esse grupo na estrutura de 30, que foi comparado com dados da

literatura como sendo o 3.4,5-trimetoxicinamato de metila (MIYASE et al.,

1983) (TABELA 4.31).

—7.64
—7.56
7.27
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—6.38
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FIGURA 4.97 — Espectro de RMN'H de 30 (CDCl;, 200 MHz)
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FIGURA 4.98 — Espectro de RMN'H de 31
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FIGURA 4.99 — Espectro de RMN"C de 30 (CDCI3, 50 MHz)
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TABELA 4.31 — Dados de RMN'H ¢ RMN"C de 30

H/C 30 MIYASE et al., 1983 30
(CDCl;, 200MHz) (CDCl;, 200MHz) (CDCl,;, 50MHz)
9 - - 167.8
8 6.40 d (J= 16 Hz) 633 d (J= 16 Hz) 117,5
7 7.60 d (J = 16 Hz) 7.61d (J= 16 Hz) 146,3
1 - - 130,4
2e6 6.74 (s) 6.74 (s) 105.8
3e5 - - 153,9
9-OCH; 3,79 (s) 3,81 (s) 52,12
3-OCH; 3,87 (s) 3,89 (s) 56,6
4-OCH; 3,86 (s) 3,87 (s) 61,4
5-OCH; 3,87 (s) 3,89 (s) 56,6

O espectro de RMN'H de 31 (FIGURA 4.98) além de apresentar os
dois dubletos em o6 7.64 (J = 16 Hz) e em ¢ 6.30 (J = 16 Hz) referentes aos
hidrogénios H-7 e H-8, respectivamente, apresentou tambeém, dois dubletos em o
7.07 (J = 8,0 Hz) ¢ em 0 6.85 (J = 8,0 Hz) e um singleto em o6 7.05
caracterizando os hidrogénios de um anel aromadtico tri-substituido, que foram
atribuidos aos hidrogénios H-6, H-5 e H-2, respectivamente.

Pode-se observar a presenca de duas metoxilas em 6 3.90 e 6 3.80,
que provavelmente seriam os substituintes em C-3 e C-4.

Os sinais em 0 5.50 (¢, J = 6,4 Hz, IH) e em 04.65 (d, J = 6,4 Hz,
2H) foram atribuidos aos hidrogénios H-11 e H-10 que acoplam entre si dando
um tripleto e um dubleto, respectivamente.

Os sinais dos hidrogénios H-12 e H-14 aparecem como um

multipleto em 6 2.08. O tripleto largo em o 5.07 foi atribuido a H-15. Os
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singletos em 0 1.73, 6 1.66 e 6 1.59 foram atribuidos aos hidrogénios das metilas
sobre dupla ligacdo: H-18, H-19 e H-17, respectivamente (TABELA 4.32).

As substincias 30 e 31 foram definidas como sendo ésteres
derivado do 4cido cinadmico, proveniente do metabolismo de carboidratos via

acido chiquimico, que sofreram algumas modificagdes biogenéticas,

sumarizadas no ESQUEMA 4.18.

COOH EPSP sintetase COOH COOH COOH
P Al lat
0 H ntranilato
H < 5 sintetase
‘ COOH e
,COOH P TN COOH HOP COOH
OH OH Acido corismicc

acido chiquimico

l

/
i 0=¢’ I , HOOC  CH,COCOOH
. CO; OH  Transaminagdo
©MO m NE,
Acido cindmico Fenilalanina :
n, OH
ll [0] Acido prefénico
i i
HO MeO
]@M o s MO
—
Em—
HO MeO
OH OMe
PPO. M 3,4,5-trimetoxicinamato de metila
(30)
O
M —SAM H3CO:©N]\ M
j@M o
H;CO

3,4-dimetoxicinamato de geranila

@1
ESQUEMA 4.18: Proposta biogenética para as substancias 30 e 31 (adaptada de

DEWICK, 2001)
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TABELA 4.32 — Dados de RMN'H de 31

H

31

8
7
2
5
6

3-OCH;
4-OCH;,
I
2
4e5
6’
8’-CH;
10’-CH;,
9’-CH;,

6.30 (d, J = 16 Hz)
7.64 (d, J= 16 Hz)
7.05 (s)

6.85 (d, J = 8,0 Hz)
7.07 (d, J = 8,0 Hz)

3,90 (s)

3,80 (s)

4.65 (d, J= 6,4 Hz)
5.50 (1, J= 6,4 Hz)
2.08 (m)

5.07 (1)

1.59 (s)*

1.66 (s)*

1,73 (s)*

*yalores intercambiaveis

171



Resultados e Discussées

4.9 - Caracterizacao da quitosana

4.9.1 — Grau de desacetilacio da quitosana (% G_D)

O grau de desacetilagdo da quitosana foi verificado através de uma
titulagdo condutimétrica, realizada em triplicata, onde a uma solugcdo de
quitosana acidificada com HCI em excesso foi adicionada NaOH. A FIGURA
4.100 representa o prototipo da curva de titulagdo, sendo que, a curva apresentou
dois pontos de inflexdao, onde o primeiro representa o ponto de equivaléncia do
excesso de acido forte € o segundo, a forma 4cida do polimero. A diferenca entre
esses pontos corresponde ao volume de base utilizada para neutralizar os grupos
aminos livres. A reagdo ocorrida nessa titulagdo pode ser representada pelas

seguintes equacoes:

— - — -+
CH,0H CH,O0H
0 + 2HCl —> Q + HCl+ CI”
NH, 0] NH, O | excesso
— —In - —n

HCl + NaOH —> NaCl + H,O

— — + — —

CH,0H CH,0H
0 o +
+ NaOH —> + H,0 + Na
0— 00—

NH; NH,
— - n — - n

O grau médio de desacetilagdo (% G_D) foi calculado segundo a

equagao:

%GD=M x (V, - V5) x 161 x 100
w
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Sendo:

M = molaridade da solucdo de NaOH

V, = volume de NaOH utilizado para neutralizar o excesso de HCI

V, = volume de NaOH utilizado para neutralizar a quitosana protonada

W = massa da amostra utilizada para a titulacao

14 -

<
12 4

10 ~

condutancia (mS)

O T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Vol de NaOH (mL)

FIGURA 4.100 — Curva da titulagdo condutimétrica da quitosana.

Foi obtido para a quitosana testada % GD = 66,7 %, significando
que em 200 mg da amostra de quitosana, 66,7 % delas estdo com os grupos

aminos livres, ou seja, que 33,3 % dos grupos aminos se encontram acetilados,

sendo este a % G_A
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4.9.2 - RMN"C da quitosana

Através do experimento de RMN"’C da quitosana (FIGURA 4.101)
pdde-se observar a presenca do carbono anomérico C-1 em aproximadamente &
98,0. Os sinais em 0 60,1 ¢ ¢ 70,5 foram atribuidos aos carbonos C-6 ¢ C-3,
respectivamente, sendo o sinal em 0 60,1, caracteristico de carbono de alcool
primario. Os sinais em 0 76,5, 6 75,0 ¢ 6 56,0 foram atribuidos aos carbonos C-
4, C-5 e C-2, respectivamente.

Os sinais com deslocamento quimico em 180,1 & e 22,5 J estdo
relacionados ao carbono carbonilico e ao carbono metilico, sugerindo que a

quitosana nao se encontra totalmente desacetilada.

ma
m)

o
23

an
---1:]
ma

1 |

il

FIGURA 4.101 — Espectro de RMN "C da quitosana (D,O/HCI 1% v/v, 100
MHz)
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NHCOCH;

L —n

ApoOs a preparacdo das microesferas de quitosana através do
processo de coacervacao de fases, foi realizada andlise da porosimetria das
particulas formadas e posteriormente experimento de MEV para verificar a
morfologia das mesmas.

Uma vez verificado que as particulas formadas possuiam poros, o
mesmo procedimento para a obtencdo das microesferas foi realizado
incorporando uma flavona comercial no processo de coacervacdo de fases no
qual foi verificado através de experimento de RMN'H que a mesma ndo teve sua

estrutura modificada.

4.9.3 — Porosimetria de Mercurio

A anadlise de volume acumulado por grama de microesfera em
func¢ao da distribuicdo do tamanho dos poros revelou que o tamanho médio dos
poros € de 1.063 A. A existéncia de poros facilitara a entrada e posteriormente a

liberacdo da substancia ativa.

4.9.4 — Espectroscopia Eletronica por Varredura (MEV)

A FIGURA 4.102 ilustra a fotomicrografada por microscopia
eletronica de varredura com aumento de 50x , mostrando um didmetro médio de
1,43 (+- 0,20) mm, que foi determinado a partir da média de trés esferas,
utilizando-se as medidas dos didmetros nos eixos vertical e horizontal de cada

esfera.
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1.43rmim

FIGURA 4.102 — Imagens de MEV das esferas de quitosana com aumento de
50x

Observou-se a presenga de poros na superficie da esfera de
quitosana (FIGURA 4.103) fotomicrografada com aumento de 3.000x. A
presenca destes poros, no processo de microencapsulamento das substancias, €
de extrema importancia, pois indica que a substancia pode ser incorporada as

esferas e ser facilmente liberada posteriormente.
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10pm

FIGURA 4.103 — Imagens de MEV das esferas de quitosana com aumento de
3000x

O uso do agente reticulante bifuncional glutaraldeido serviu para
inibir a solubilizagdo através da formacdo de bases de Schiff com os grupos
amino livres da unidade glucosamina do polimero. A reticulacdo das esferas de
quitosana com glutaraldeido fez com que elas ganhassem uma camada protetora,
dando maior resisténcia as esferas, conforme mencionado no Item 1.2.1.

O trabalho realizado permitiu a obtencdo de esferas com
propriedades adequadas para o processo de microencapsulamento, porém o
tamanho das particulas obtidas ndo atingiu o esperado, ou seja, ndo foram
obtidas microcdpsulas (100 a 1000pum). Como o didmetro das particulas ¢
dependente do processo utilizado, faz-se necessario a utilizacdo de uma nova

metodologia para obtencao de particulas menores.
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Atividades Biologicas

5 — Atividades Biologicas

5.1 - Ensaios por ingestio em operarias de Atta sexdens

rubropilosa

Analisando os resultados obtidos das atividades dos extratos de H.
puberula e S. versicolor nos ensaios por ingestdo em formigas cortadeiras
(TABELA 5.1), observou-se que, com excecdo dos extratos hexanico das folhas
(SVFH), do caule (SVCH) e dos galhos (SVGH) os demais extratos de S.
versicolor apresentaram atividade inseticida significativa nos ensaios com as
operarias de Atta sexdens rubropilosa. Estes resultados podem ser facilmente
visualizados nos graficos de curva de sobrevivéncia das formigas cortadeiras
representados nas FIGURAS 5.1, 5.2 e 5.3, que foram agrupadas com o intuito
de se comparar os mesmos extratos (hexanico, diclorometanico ¢ metandlico),
mas de partes diferentes da planta.

Todos os extratos de H. puberula apresentaram atividade inseticida
significativa nos ensaios realizados com A. sexdens rubropilosa, onde,
comparando-se as curvas referentes aos extratos ensaiados, diferenciaram-se da

curva referente ao controle, como apresentados nas FIGURAS 5.4, 5.5 e 5.6.
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TABELA 5.1 — Efeito dos extratos de S. versicolor e H. puberula nos ensaios

por ingestdo em operarias de Atta sexdens rubropilosa

Parte Vegetal Extrato Sso S50 controle
SVFH 16 16
SVFD 10¢ 16
Folhas SVFM 74 16
HPFH 44 23
HPFD 69 23
HPFM 164 23
SVGH 14 16
SVGD 7 16
Galhos SVGM 8¢ 16
HPGH 69 23
HPGD 74 23
HPGM 54 23
SVCH 15 16
SVCD 99 16
SVCM 6¢ 16
Caule HPCH 44 23
HPCD 69 23
HPCM 164 23

SV = Simarouba versicolor; HP = Helietta puberula,; C = caule; G = galhos; F = folhas; H = hexano; D =
diclorometano; M = metanol

Sso= sobrevivéncia mediana/dias

Concentracao: 2 mg/mL

4 diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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FIGURA 5.1 — Curva de sobrevivéncia das formigas cortadeiras, utilizando os

extratos hexanicos das folhas, galhos e caule de S. versicolor
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FIGURA 5.2 — Curva de sobrevivéncia das formigas cortadeiras, utilizando os

extratos diclorometanicos das folhas, galhos e caule de S. versicolor
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FIGURA 5.3 — Curva de sobrevivéncia das formigas cortadeiras, utilizando os

extratos metanolicos das folhas, galhos e caule de S. versicolor
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FIGURA 5.4 — Curva de sobrevivéncia das formigas cortadeiras, utilizando os

extratos hexanicos das folhas, galhos e caule de H. puberula
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FIGURA 5.5 — Curva de sobrevivéncia das formigas cortadeiras utilizando os

extratos diclorometanicos das folhas, galhos e caule de H. puberula
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FIGURA 5.6 — Curva de sobrevivéncia das formigas cortadeiras, utilizando os

extratos metanolicos das folhas, galhos e caule de H. puberula

As fracOes obtidas através do particionamento dos extratos

metandlicos de H. puberula e S. versicolor foram submetidas a ensaios por

ingestdo utilizando-se formigas cortadeiras. Os resultados referentes as partigoes
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dos extratos estao apresentados na TABELA 5.2. Os resultados foram analisados

estatisticamente utilizando-se o teste log-rank (p < 0,05).

TABELA 5.2 — Efeito das particdes obtidas dos extratos metandlicos de H.

puberula e S. versicolor nos ensaios por ingestdo em formigas cortadeiras

Planta Parte vegetal Fragdo Codigo Ss0*

Hexanica HPCMH 11

Diclorometanica HPCMD 94

caule Acetato de etila HPCMA 17

hidroalcodlico HPCMHid 17

Hexanica HPFMH 11

folhas Diclorometanica HPFMD 74

H. puberula Acetato de etila HPFMA 15
hidroalcodlico HPFMHid 17

Hexanica HPGMH 13
galhos Diclorometanica HPGMD 107

Acetato de etila HPGMA 15

hidroalcodlico HPGMHid 15
Hexanica SVCMH 109

Diclorometanica SVCMD 44

caule . d

Acetato de etila SVCMA 4

hidroalcodlico SVCMHid 109

. Hexanica SVFMH 16

S. versicolor folh _ ' 4

olhas Diclorometanica SVFMD 4

Acetato de etila SVFMA 94

hidroalcodlico SVFMHid 18

Hexanica SVGMH 11

galhos Diclorometanica SVGMD 34

Acetato de etila SVGMA 74

hidroalcodlico SVGMHid 94

*controle = 18 dias

SV = Simarouba versicolor; HP = Helietta puberula,; C = caule; G = galhos; F = folhas; H = hexano; D =

diclorometano; M = metanol; A = acetato de eltila; Hid = hidroalcoolico

Sso= sobrevivéncia mediana/dias

Concentragdo: 2 mg/mL

4 diferenga significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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5.2 — Atividade inibitoria sobre o fungo simbionte Leucoagaricus

gongylophorus

Os extratos brutos de S. versicolor ¢ H. puberula foram utilizados
para ensaios in vitro em relacdo ao cresciemento do fungo simbionte das
formigas cortadeiras. Todos os extratos foram ensaiados a concentragao de 1000
png/mkL.

Na FIGURA 5.7, observou-se que, com excecdo dos extratos
SVFH, SVGH e SVCD, todos os demais extratos apresentaram atividade
inibitoria significativa no fungo L. gongylophorus, sendo os extratos SVFD,
SVFM, SVCH e SVCM, os mais ativos, apresentando 100 % de inibicao.

Na FIGURA 5.8 observou-se que os extratos HPFH, HPFD, HPFM,
HPGH, HPGD, HPGM e HPCM de H. puberula foram os mais ativos, inibindo
100 % do desenvolvimento do fungo simbionte.

As fragdes HPCMH, SVCMHid, SVCMD, SVFMD, SVGMD,
SVGMA e SVGMHid obtidas dos particionamentos dos extratos metandlicos de
H. puberula e S. versicolor inibiram em 100 % o crescimento do fungo

simbionte (TABELA 5.3).
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FIGURA 5.7 — Efeito dos extratos de S. versicolor sobre o desenvolvimento do

fungo simbionte [1000ug/mL]
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FIGURA 5.8 — Efeito dos extratos de H. puberula sobre o desenvolvimento do

fungo simbionte [ 1000pug/mL]

186



Atividades Biologicas

TABELA 5.3 — Efeito das parti¢des obtidas dos extratos metandlicos de H.

puberula e S. versicolor sobre o fungo simbionte

Planta Parte vegetal Fragdo Codigo % inibi¢do

Hexanica HPCMH 100

Diclorometanica HPCMD 40

caule Acetato de etila HPCMA 80

hidroalcodlico HPCMHid 60

Hexanica HPFMH 80

folhas Diclorometanica HPFMD 80

H. puberula Acetato de etila HPFMA 40
hidroalcodlico HPFMHid 20

Hexanica HPGMH 60

galhos Diclorometanica HPGMD 20

Acetato de etila HPGMA 20

hidroalcodlico HPGMHid 40

Hexanica SVCMH 20
Diclorometanica SVCMD 100

caule )

Acetato de etila SVCMA 60
hidroalcodlico SVCMHid 100

. Hexanica SVFMH 0

S. versicolor folh ) )

olhas Diclorometanica SVFMD 100

Acetato de etila SVFMA 80

hidroalcodlico SVFMHid 0

Hexanica SVGMH 40
galhos Diclorometanica SVGMD 100
Acetato de etila SVGMA 100
hidroalcodlico SVGMHid 100

*concentragio utilizada: 500 ug.mL"
*controle com e sem solvente: 0 % de inibi¢ao
SV = Simarouba versicolor; HP = Helietta puberula,; C = caule; G = galhos; F = folhas; H = hexano; D =

diclorometano; M = metanol; A = acetato de eltila; Hid = hidroalcoolico

5.3 — Atividade inibitoria frente as pectinases

Os extratos de S. versicolor e H. puberula foram submetidos a
ensaios in vitro utilizando-se enzimas pectinases. Essas enzimas existem nas
formigas cortadeiras € no seu fungo simbionte e sdo polissacaridases fungicas
necessarias para a degradacao de polissacarideos a mono e dissacarideos que sao

parte da alimentagcdo das formigas. Os resultados obtidos para os extratos, estdo
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representados na TABELA 5.4, onde os extratos diclorometanico dos galhos de
S. versicolor (SVGD), os extratos hexanicos dos galhos e caules de H. puberula
(HPGH e HPCH), foram os que apresentaram melhores resultados, inibindo em
96, 92 ¢ 83 % a ativividade enzimatica. Segundo o teste estatistico Mann
Whitney, o extrato metandlico dos galhos de S. versicolor (SVGM) também
pode ser considerado significativo. As fracdes provenientes dos extratos
metandlicos de H. puberula nao apresentaram bons resultados, mas as fracdes
SVCMA, SVCMHid, SVFMHid, SVGMD, SVGMA e SVGMHid de S.

versicolor, mostraram bons resultados.

TABELA 5.4 — Efeito dos extratos brutos de S. versicolor e H. puberula sobre a

atividade de pectinase

Parte Vegetal Extrato Efeito
(%)

SVFH -
SVFD -
Folhas SVFM -
HPFH -
HPFD -
HPFM -

SVGH -
SVGD 96
Galhos SVGM 37*
HPGH 92
HPGD -
HPGM -

SVCH -
SVCD -
SVCM -
Caule HPCH 83
HPCD -
HPCM -

(*) extrato que apresentou inibig¢do estatisticamente significativa segundo o teste Mann Whitney (95 %)
-: ndo apresentaram efeito significativo
SV = Simarouba versicolor; HP = Helietta puberula,; C = caule; G = galhos; F = folhas; H = hexano; D = diclorometano; M

= metanol
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TABELA 5.5 — Atividade das particdes obtidas dos extratos metandlicos de H.

puberula e S. versicolor sobre a enzima pectinase

Planta Parte vegetal Particdo Codigo % Efeito

Hexanica HPCMH 82

Diclorometanica HPCMD 85
caule Acetato de etila HPCMA 94
hidroalcodlico HPCMHid 86
Hexanica HPFMH &9

folhas Diclorometanica HPFMD -

H. puberula Acetato de etila HPFMA 98

hidroalcodlico HPFMHid -

Hexanica HPGMH -
galhos Diclorometanica HPGMD 90

Acetato de etila HPGMA 97

hidroalcodlico HPGMHid 98

Hexanica SVCMH 72

Diclorometanica SVCMD 72

caule )

Acetato de etila SVCMA 20%*
hidroalcodlico SVCMHid 15%

. Hexanica SVFMH 88

S. versicolor folh ) )

olhas Diclorometanica SVFMD 83

Acetato de etila SVFMA 40
hidroalcodlico SVFMHid 29%*

Hexanica SVGMH 94
galhos Diclorometanica SVGMD 31*

Acetato de etila SVGMA 6*

hidroalcodlico SVGMHid 6*

(*) fragdes que apresentaram inibigdo significativa segundo o teste Mann Whitney (95 %) (p < 0,05)
-: ndo apresentaram efeito significativo
SV = Simarouba versicolor; HP = Helietta puberula,; C = caule; G = galhos; F = folhas; H = hexano; D = diclorometano; M

= metanol; A = acetato de eltila; Hid = hidroalcoolico
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5.4 — Atividade das substancias isoladas nos ensaios por ingestao
em formigas cortadeiras, no fungo simbionte e nas enzimas

pectinases

As substancias puras isoladas em maiores quantidades foram
submetidas aos ensaios biologicos por ingestdo utilizando as formigas
cortadeiras, o fungo L. gongylophorus e as enzimas pectinases (TABELA 5.6).
Dentre as substancias testadas, verificou-se que os esterdides 1 e 2, triterpenos 6
e 7 e as cumarinas 23, 24, 26 ¢ 27 ndo apresentaram efeito significativo nos
modelos bioldgicos testados.

Os alcaloides do tipo furoquinolinicos 9 e 12, apresentaram inibi¢ao
de 100 % no crescimento do fungo simbionte . J& os alcaloides 10, 11 ¢ 13
apresentaram inibicado de 80 % no crescimento dos mesmos. Analisando-se as
estruturas dessas substancias 9 — 13, observou-se que os alcaldides nao
substituidos na posi¢do C-8 sao um pouco mais ativos para inibi¢do do fungo.
Os alcaloides 11 e 12, também apresentaram bons resultados no ensaio com
formigas cortadeiras, ocasionando uma sobrevivéncia mediana de 7 e 9 dias,
respectivamente, num experimento de 23 dias (controle). As substancias 9 e 13
também inibiram significativamente a atividade enzimatica das pectinases.
Sendo no geral, os alcaldides do tipo furoquinolinicos muito promissores para
serem utilizados em iscas granuladas, uma vez que sdo muito comuns na familia
Rutaceae.

Os alcalodides do tipo cantin-6-ona 15 e 16 também encontrados
com certa facilidade na familia Simaroubaceae, apresentaram bons resultados
nos ensaios por ingestao com as formigas cortadeiras e no ensaio com o fungo L.
gongylophorus, ocasionando 100% de inibicdo no crescimento do fungo
simbionte.

Os quassinoides 28 ¢ 29 também apresentaram sobrevivéncia média

de 10 dias, num experimento de 23 dias no controle de formigas cortadeiras,
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sendo que o quassindide 29 apresentou 80 % de inibicdo no crescimento do
fungo simbionte.

A flavanona apresentou 80 % de inibicdo no desenvolvimento do
fungo simbionte, esta substincia ja havia sido anteriormente testada por um
aluno do grupo apresentando o mesmo resultado.

Foi observado que o triterpeno 5 provocou uma atividade
estimulante no crescimento do fungo simbionte.

As demais substincias testadas ndo apresentaram resultados

satisfatorios nos modelos biologicos selecionados.

TABELA 5.6 — Efeito das substancias puras nos ensaios por ingestao utilizando-

se formigas cortadeiras, nos ensaios com o fungo simbionte e com as enzimas

pectinases
Extratos Sso** % inibicdo % Efeito
substancias provenientes fungo enzimatico
simbionte* (0,7mg/mL)

Sitosterol (1) HPGD/SVGMD/HPGH 23 0 ¢
Sitostenona (2) SVGMD/HPFH 23 0 ¢
Eurileno (5) SVCMD - # ¢

Lupeol (6) HPFH 23 20 .
Lupenona (7) HPGH 16 0 ¢
N-metil-4-metoxi-2-quinolona (8) HPFH - 80 96

Dictamina (9) HPGH 104 100 100
o-fagarina (10) HPGH 19 80 .
Kokusaginina (11) HPFD 74 80 ¢
Maculina (12) HPGH 94 100 ¢
Flindersiamina (13) HPFD 18 80 94
4,5-dimetoxicantin-6-ona (15) SVGMD 144 100 ¢
5-metoxicantin-6-ona (16) SVGMD 74 100 ¢
7-hidroéxicumarina (23) SVCMD - 0 ¢
6,7-dimetdxicumarina (24) SVCMD - 0 ¢
Glaucarubolona (28) SVGMD 107 80 *
Glaucarubinona (29) SVCMD 104 80 ¢
Flavanona (19) SVFMD - 80 ¢
5,7,3°,4°,5’-pentametoxiflavona SVFMD - 0 ¢

(21)

3-(1’,1°-dimetilalil)cumarina (26) HPCMH - 0 ¢
Metileter-graveliferona (27) HPCMH - 0 4

*Controle positivo: 0% e Controle negativo (anfotericina ®) 10pug/mL: 20% concentra¢éo das substancias puras.: 10pg/mL
**S., controle: 23 dias

-: substancias ndo testadas

¢ diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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# = ocasionou ativagdo no crescimento do fungo simbionte
¢ =ndo apresentaram resultados significativos

SV = Simarouba versicolor; HP = Helietta puberula,; C = caule; G = galhos; F = folhas; H = hexano; D = diclorometano; M
= metanol; A = acetato de eltila; Hid = hidroalcoolico
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6 — Conclusoes

O estudo fitoquimico de H. puberula (Rutaceae) e S. versicolor
(Simaroubaceae), biomonitorado por ensaios bioldgicos nas formigas cortadeiras
(Atta sexdens rubropilosa), no fungo simbionte (Leucoagaricus gongylophorus)
€ nas enzimas pectinases, permitiu o isolamento de 31 metabolitos secundarios
como os alcaldides do tipo furoquinolicos, acridonico, cantindnicos e f-
carbolinicos; cumarinas; triterpenos; esterdides; flavondides; derivados do acido
cinamico e de quassinoides.

A ocorréncia de quassindides, triterpenos, flavonoides e alcaldides
do tipo cantindnicos e f-carbolinicos em S. versicolor, ja havia sido descrita em
outros estudos com plantas da familia Simaroubaceae sendo esta, uma
caracteristica marcante da mesma. J4 o estudo fitoquimico realizado para H.
puberula vem a contribuir para o conhecimento do género Helietta, pois poucos
relatos existem na literatura sobre esta espécie. As substidncias como os
alcaloides, cumarinas, esteroides e triterpenos, isoladas de H. puberula estdo
dentro do perfil quimico da familia Rutaceae.

Em concordancia com as expectativas iniciais deste trabalho, os
resultados dos ensaios bioldgicos com extratos e fracdes mostraram que as
plantas selecionadas sdo bastante promissoras como fontes de compostos com
potencial para novos estudos direcionados ao controle de formigas cortadeiras,
pois com excecao dos extratos hexanico das folhas e do extrato hexanico do
caule, os demais extratos de S. versicolor apresentaram atividade significativa
frente as operarias de Atta sexdens rubropilosa e todos os extratos de H.
puberula foram ativos frente as mesmas. Em relagdo aos extratos brutos de S.
versicolor, com exce¢do dos extratos hexanico das folhas e galhos e do extrato
diclorometanico do caule, os demais extratos inibiram totalmente o crescimento
do fungo L. gongylophorus. Os extratos hexanico, diclorometanico € metanolico

das folhas e dos galhos e o extrato metanolico do caule de H. puberula inibiram
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em 100 % o desenvolvimento do fungo simbionte. Quanto ao efeito sobre a
atividade enzimatica, somente os extratos hexanico dos galhos e do caule de H.
puberula e diclorometanico dos galhos de S. versicolor inibiram as enzimas
pectinases.

Das substancias isoladas das duas espécies estudadas, os alcaldides
do tipo furoquinolinicos (9 — 13) e cantinonicos (15 e 16) e os quassinoides (28
e 29) foram os que apresentaram resultados mais promissores frente aos
modelos biologicos selecionados, podendo futuramente serem objetos de
estudos adicionais, para uma eventual utilizacdo em iscas granuladas, pois sdo
bastante comuns em suas familias.

A atividade estimulante do crescimento do fungo L. gongylophorus,
promovida pelo triterpeno 5, ¢ um resultado muito interessante, pois ha a
possibilidade de utilizar esse tipo de substancia para reduzir o tempo utilizado
para realizacdo dos ensaios bioldgicos com o fungo simbionte.

Os resultados obtidos com a quitosana como matriz no processo de
microencapsulamento de substancias toxicas, mostraram-se muito promissores,
pois para sua decomposicdo e conseqiientemente liberagdo do material
encapsulado ela requer meio 4acido e elevada umidade, condicdes essas,
presentes no interior do formigueiro, cujo pH varia em torno de 4 — 6 e possui
umidade relativa de 90%, tornando-se muito vidvel a utilizagdo dessa matriz.
Sendo a quitosana uma substancia de facil obtencdo, facil manuseio e
principalmente de baixo custo, torna-se viavel um aprofundamento neste estudo

com a finalidade de se obter particulas menores do que as obtidas deste trabalho.
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