Universidade Federal do Rio de Janeiro
& Centro de Ciéncias da Saude
Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais

Estudo Quimico e Farmacologico de Folhas
e Flores deCouroupita guianensis Aubl.

Sidnei Bessa de Oliveira Fernandes

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Poés-graduacdo em Quimica de
Produtos Naturais, Nucleo de Pesquisas de
Produtos Naturais, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de Mestre em

Ciéncias.

Orientadores: Prof. Dr. Ricardo Machado Kuster
Prof. Dr. Fabio de Sousa Menezes

Rio de Janeiro
Abril de 2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FICHA CATALOGRAFICA

Fernandes, Sidnei Bessa de Oliveira
Estudo Quimico e Farmacoldgico de Folhas e Floee€aliroupita guianensis
Aubl./ Sidnei Bessa de Oliveira Fernandes. — Ridateeiro: UFRJ/NPPN, 2006.
xi, 108 f. il.; 31 cm.
Orientadores: Prof. Dr. Ricardo Machado Kuster
Prof. Dr. Fabio de Sousa Menezes

Dissertacdo (mestrado) — UFRJ/ COPPEAD/ Progrankodegraduacdo em
Quimica de Produtos Naturais, 2006.

Referéncias Bibliograficas: f. 99-108.

1. Lecythidaceae. 2Couroupita guianensis. 3. Fitoquimica. 4. Farmacologia

Menezes, Fabio de Sousa e Kuster, Ricardo Machikddniversidade Federal do F
de Janeiro, Nucleo de Pesquisas de Produtos NgatBraigrama de P@gaduacéo e
Quimica de Produtos Naturais. Ill. Titulo.




Dedico essa Dissertagdo a minha avé “Nininha”

e aos meus pais, Cesar e Sonia.



A0S meus orientadores

Ricardo Machado Kuster

e Fabio de Sousa Menezes.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Cesar e Sonia, por tudo que fizerapem por mim.

A minha avo “Nininha” pelo carinho, meu irméo Fabio Gobi.

A minha madrinha, minha avo Almerinda, tios e pema

A minha “Linda” Silvia Rein, que tem me ensinad@moiado muito desde que nos
conhecemos. E a sua familia.

Aos meus amigos Elisangela “Lisa”, Tatiana BaliateLeandro Soter e aos colegas
do NPPN.

A Catharina Fingolo, minha amiga e fiel escudeicalaboratorio, que se dedicou
muito para a realizacao desse trabalho.

Aos amigos Fabio “Nog”, Débora Malta e Deborah @anitha pelo companheirismo
e amizade.

Aos amigos atualmente no Laquel: Edlaine, Patr@&#hriel, Raquel e Cristiane.

Aos amigos que passaram pelo Laquel: Fabio “Cahdkiessandra, Felipe, Robert,
Eniana, Cassio, Ana Carolina, Andrea “Pequena” réad/into, Magda e Verbnica.

Aos amigos Raphael e Elaine pelo companheirisiérias caminhadas.

Aos professores da “Federal de Quimica” com quexbathei: Hiran, Morgado e o
amigo Jorge Hudson.

Aos amigos da “Federal de Quimica”: Fabio “Par@akbdnica Padilha.

A professora Suzana Guimar&es Leitdo pelas apidagas de recomendacao.

Ao professor Davyson de Lima Moreira pelas anglise

Ao professor Carlos Roland pelos espectros de RMN.

A professora Rosana Conrado pela identificacaanic.

A Marinéia pela ajuda burocréatica e atencéo.



A professora Patricia Dias Fernandes e Mariandifdgpelos testes farmacoldgicos.

Ao professor Anténio Jorge, ao Francisco e a Baistla Central Analitica do NPPN.

A todos que de alguma forma contribuiram para miohaacdo e realizacdo desse
trabalho.

Aos membros da banca examinadora, Prof. Dr. Antdaige Ribeiro da Silva, Prof.
Dr. Davyson de Lima Moreira, PfofDr®. Patricia Dias Fernandes e Prddr’. Lucia Cruz
Sequeira de Aguiar.

Ao professor Ricardo Machado Kuster pela confiaagaaceitar me orientar pelo
NPPN e a ajuda oferecida.

E especialmente ao professor e amigo Fabio deaSdasezes por ter me recebido em
seu laboratério e com grande competéncia e amizaderientado desde o comec¢o da minha
faculdade, sempre com grande dedicagao, paciérmamehumor. Obrigado por todos esses

anos de pesquisa cientifica e amizade.



SUMARIO

SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS EMCOUroUpIta QUIANENSIS. ......ccveeveeiveeeeeeireeceeeeeeaee s Il
INDICE DE FIGURAS. ......oouviueitieeeteeeeee et eeemae et etees et et et ens st nessnmmam e sannanaean \Y;
INDICE DE ESQUEMAS.........coviueeeteeeeee et eeesasteeneseeaessete s stetssesssessssmmemessssannsnsnnas VI
INDICE DE QUADROS.......c.ooviviteeeeeeee e eeeee et eaesseaesssteeaessessssassessssmemmnsannsnensnens W
INDICE DE GRAFICOS......cuiiiuieieeie ettt ete e te et e ettt se et n st X
INDICE DE CROMATOGRAMAS.........ooivieeiieteteeemeeeeteeeeeeee st eseesetesseeesessens s memenas Xl
INDICE DE ESPECTROS. .....coevieiteteeeeee e eteeaessstesssesessessssssasessssssomememssensesensnes Xl
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS........ocvoiioeeteeeeeceeeeeeeee e KV
RESUMO ..ottt ettt ettt eeaant ettt et et tss s et esens s et smmmem s tasenanensenenensnens XIX
ABSTRACT ..ottt ettt et ee e st e ensstesen e eetes e semmmme s e nsnsansnsnensnenes XX
INTRODUGAO. ..ottt s s s st smmemes s s s s s s annas 1
JUSTIFICATIVA. ..ottt emmm ettt en ettt ommems et en s senanensnens 8
(0] 28 = 1Y 1 TR 9
PARTE EXPERIMENTAL. .....oouvitiitiieiteeeteeteteeesee e ses et ste s e etesssesesensssssesssememme s s s 10
RESULTADOS E DISCUSSAO........ccuiiitietieeieceemeemeie et ete et ete ettt eneme s 31
CONCLUSOES. ...ttt e smmmmmn st eaesesnsn e s s s 97

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cuoiieiie ettt ememnes 99



SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS EM Couroupita guianensis

dfaterpineol |_~©H OH
nerol
OH
OH
o
| h
‘ linalool
eugenol
AN
OH
gerario /\/\/\O

hexanal



—
N

Triptantrina

H O/// ",

24-¢til-5a-colesta-7,22-dieno

HO



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Representacao gréfica das floreSa@oupita guianensis.............ceeveevveviiiiieeeeneennns 2
Figura 2: Arvore d€ouroupita QUIANENSIS............ccueeieeeereeeeieeeeeeereeeieeeereeseteeseeeereeseeeeenens 3
Figura 3: Folhas e flores @®muroupita gUIaNENSIS...........vvieriiiieiiieeeeiee e ee e 4
Figura 4: Reducé@o damolécula de DPPH......c e 25
FIgUra 5: LONONAL. ......uneeeieee e e e e e e e e eaes 31
Figura 6: Loliolida € 3-Epiloliolida...........co e 32
(o U= N I 0 = o1 - T PP 39

Figura 8: Relagdo entre carbonos e hidrogénios amediespectro 2D de HMQC, de

AR G . e a—————— e aaaaeaaes 48
Figura 10: Relagao entre hidrogénios mediante ésp2b de COSY, de FAFGC............... 50
Figura 11: Relacao entre hidrogénios mediante &ésp2D de NOESY, de FAFGC............. 52

IV



0 U= D2 U T [>T T | PP 55

Figura 13: 24-etil-b-colesta-7,22-aIEN0..........ccuuiiiiiiiii s 3.6
Figura 14: Espinasterol @ ChondrillaSterol. . ..cccoa . oove i 64
Figura 15: Proposta de ressonancia da Triptantiina..............coeuieeieiiiinieiiineecieeeeiieeens 86



INDICE DE ESQUEMAS

Esquema 1: Preparo do Extrato Etandlico Total eRdaticbes em Hexano, Diclorometano,

Acetato de Etila @-Butanol a partir das Folhas @euroupita guianensis.............ccceeeeeeennen. 13

Esquema 2: Preparo do Extrato Etandlico Total eRdaticdes em Hexano, Diclorometano,

Acetato de Etila @-Butanol a partir das Flores @®uroupita guianensis............c.c.occeuvueeees 14

Esquema 3: Fluxograma da Purificagdo da Loliolagartir da ParticAo em Diclorometano

(o b= (SR 0| 0 = LT TR 15

Esquema 4: Fluxograma da Purificacdo da Triptamtran partir da Particio em Acetato de

Bila S FOINAS. ..o e e e e e et 17

Esquema 5: Fluxograma da Purificacdo do Eugenglarér da ParticAio em Hexano das

O . . oo e e e e e e ——————— et 19

Esquema 6: Fluxograma da Purificacdo do Espindstarpartir da ParticAo Hexanica das

O . . oo e e e e ——————— e s 20

Vi



INDICE DE QUADROS

Quadro 1: Dados espectrais de RMN da Substancia BBH.oliolida e da 3-Epiloliolida

(0] o] { (o [o F N g 1= W [1 =] €= 110 | £- VNPT 32

Quadro 2: Dados espectométrico de RMN da subst&Adi&C, e de Triptantrina obtidos na

(10 = (U - VTSRO 40

Quadro 3: Relacéo entre carbonos e hidrogénios amediespectro 2D de HMQC, de

ARG C . ..o e r———— e 44

Quadro 4: Relacdo entre carbono e hidrogénios mtediaspectro 2D de HMBC, de

ARG . ..o e r———— e 48

Quadro 5: Relacdo entre hidrogénios mediante agpe@D de COSY, de

ARG C . ..o ————— e 50

Quadro 6: Relacdo entre hidrogénios mediante aspe@D de NOESY, de

Quadro 7: Dados espectrais de RMN da SubstanciaCAL.H do Eugenol obtidos na

(10 = (U - VTR 56

Vil



Quadro 8: Dados espectrais de RMN da SubstanciaEFL#b Espinasterol e do

Chondrillasterol obtidOS NA IEEIATUIAL. ...« .o e 65

Quadro 9: Substancias detectadas nos 6leos essenciais des flde Couroupita

(0= 0= 1S P UPUP O PPTRPRR 74

Quadro 10: Valores de GEdo extrato etandlico total e particdes de folha<Cduroupita
guianensis e do extrato padronizado @inkgo biloba (EGb 76%), utilizado como controle

010153111V o PP PPPRPR 82

Quadro 11: Valores de Gg&do extrato etandlico total e particdesQiroupita guianensis e
do extrato padronizado deSinkgo biloba (EGb 76f), utilizado como controle

POSIIVO . ..ttt e ettt e e e et e et e et ———————— s ———————ertaaaaaaaaeaeaeaaaaaaaaanaae 84

Quadro 12: Valores de Gf=da Triptantrina e do extrato padronizadoGiekgo biloba (EGb

761°), utilizado COMO CONLIOIE POSILIVO..........eeeeeeeieeeie e, 86

Quadro 13: Efeito do extrato etandlico total e piagices em hexano, diclorometano, acetato
de etila en-butanol das folhas d€ouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg e 10 mg/kg

no modelo de contorgdes abdOMINAIS.........cccceeeeiiiiiiii e 88

Quadro 14: Efeito do extrato etandlico total e piasices em hexano, diclorometano, acetato

de etila en-butanol das folhas d€ouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg e 10 mg/kg

referente ao tempo de laténcia no modelo de ratdaccauda.................cccooceeeiiin 91

Vil



Quadro 15: Efeito do extrato etandlico total e piasices em hexano, diclorometano, acetato
de etila en-butanol das folhas d€ouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg e 10 mg/kg

referente a porcentagem de aumento em relacada die base no modelo de retirada de

Quadro 16: Efeito do extrato etandlico total e piasices em hexano, diclorometano, acetato
de etila en-butanol das folhas d€ouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg e 10 mg/kg

referente ao tempo de laténcia no modelo de plagate...............ocoevviiiiiiiiiiiiiiin e 94

Quadro 17 Efeito do extrato etandlico total e dasighes em hexano, diclorometano, acetato
de etila en-butanol das folhas d€ouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg e 10 mg/kg

referente a porcentagem de aumento em relacdoha @ile base no modelo de placa



INDICE DE GRAFICOS

Gréfico 1: Atividade antioxidante pelo método doHPPdo extrato etandlico total e das
particoes das folhas d&uroupita guianensis. O extrato padronizado dankgo biloba (EGb

761°) foi utilizado COMO CONLIOIE POSILIVO. ........commeeereireeieeeeeteeee e ete e ees et ee e, 81

Gréfico 2: Atividade antioxidante pelo método doHPPdo extrato etandlico total e das
particoes das flores déouroupita guianensis. O extrato padronizado dankgo biloba (EGb

761°) foi utilizado COMO CONLIOIE POSILIVO. ........commeeereireeieeie et eeeee e ees et ee e, 83

Gréafico 3: Atividade antioxidante pelo método do HDP da Triptantrina. O extrato

padronizado d&inkgo biloba (EGb 76%) foi utilizado como controle positivo................85

Gréfico 4: Efeito do extrato etandlico total e gasticbes em hexano, diclorometano, acetato
de etila en-butanol das folhas deéouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg no modelo de

CONLOrGOES ADUOMINGUS. ......ceiieiiie et ceemmmm ettt ettt e et e et eemmmmne e e e e e ane e e e anes 89

Gréfico 5: Efeito do extrato etandlico total e gasticbes em hexano, diclorometano, acetato
de etila en-butanol das folhas d@ouroupita guianensis em dose de 10 mg/kg no modelo de

CONLOrGOES ADUOMINGUS. ......ceiiiiii et ceemmmm ettt e et et emmmmme e e e e e e 89

Gréfico 6: Efeito do extrato etandlico total e gasticbes em hexano, diclorometano, acetato
de etila en-butanol das folhas déouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg no modelo de

(=1 R[ =10 b= o (S 2= 18 [ - TR TR 92



Gréfico 7: Efeito do extrato etandlico total e gasticbes em hexano, diclorometano, acetato
de etila en-butanol das folhas déouroupita guianensis em dose de 10 mg/kg no modelo de

(1 H] =10 b= o (SN 2= 18 [ - TR 92

Gréfico 8: Efeito do extrato etandlico total e gasticbes em hexano, diclorometano, acetato
de etila en-butanol das folhas déouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg no modelo de

[o1r=Tor= W [UT=T o1 = PP PRPT R 95

Gréfico 9: Efeito do extrato etandlico total e gasticbes em hexano, diclorometano, acetato

de etila en-butanol das folhas déouroupita guianensis em dose de 10 mg/kg no modelo de

[o1r=Tor= W [UT=T o1 = PP PRPT TR 95

Xl



INDICE DE CROMATOGRAMAS

Cromatograma 1—- Cromatograma de ions totais dateanBBE de folhas d€ouroupita

(0= 0= 1S P UPUP PRI 38

Cromatograma 2 - Cromatograma da amostra FAGC deasfode Couroupita
(0= 0= 1S P UPUP O PPPUPRP 54
Cromatograma 3 - Cromatograma da amostra FLHC deesfl de Couroupita
(0= 0= 1S P UPUT PRSP 62
Cromatograma 4 — Cromatograma da amostra FLHE deesfl de Couroupita
(0= 0= S PR PUP O PPPRRRR 72

Cromatograma 5 - Cromatograma do Oleo essenciai mEalas de Couroupita

(0= 0= 01 PP PUP O PPTRRRR 75

Cromatograma 6 — Cromatograma do 6leo essencigedilo reprodutor deCouroupita

(0= 0= 1S PR PUP O PPTPPRRT 78

Xl



INDICE DE ESPECTROS

Espectro 1- Espectro de RMN ¢ (300 MHz) de FDE em CDEl..........coovevvvveeveeeienn. 35

Espectro 2- Expanséo da regidodd@pm) 4,10 — 4,45 do espectro de RV (300 MHz)

AE FDE @M CD G oot 35

Espectro 3- Expanséo da regidodd@pm) 4,00 — 6,00 do espectro de RV (300 MHz)

AE FDE @M CD G oo e e et e 36

Espectro 4- Expansédo da regidoddg@pm) 1,20 — 2,60 do espectro de RV (300 MHz)

AE FDE @M CD G e et 36

Espectro 5- Espectro de RMNC (75 MHz) de FDE em CDglcom atenuacdo suficiente

PAra VEIITICAI SINQUS. ... .. eievietirt e oot e e et e e e et e e e eat s e e eeba e e e eaeaeeeeeaaansbeeeeeessannnreeeens 37
Espectro 6— Espectro de massas da amostra FDHhds tteCouroupita guianensis........... 38
Espectro 7- Espectro 2D de HMQC, de FAFGC em GDCl.........ccoooviiiiiiiiiiiiiiee 43
Espectro 8- Ampliacéo do espectro 2D de HMQC, dEGB em CDG........ccevvviveviinnneennn. 43

Espectro 9 — Espectro de RMN ¢ (300 MHz) de FAFGC em CD&é expansdo da regido

(0Tl (o) oL A A < TA AT 45

X



Espectro 10- Expans&o da regidoddgpm) 115,0 — 140,0 do espectro de RME (75

MHZ) de FAFGC €M CDGL....oeiiiieiii et enreeees 6.4

Espectro 11- Expans&o da regidoddgpm) 140,0 — 200,0 do espectro de RME (75

MHZ) de FAFGC €M CDGL....oeiiiiieii ettt enreeees 6.4
Espectro 12- Espectro 2D de HMBC, de FAFGC em GDCl..........ccooviiiiiiiiiiieee, a7.
Espectro 13- Ampliacéo do espectro 2D de HMBC,AEGC em CDG.........ooevvvvnveeennnnnn. 47
Espectro 14- Espectro 2D de COSY, de FAFGC em @DCl...........ccoiviiiiiiiiiiiincinnnn 49
Espectro 15- Ampliagéo do espectro 2D de COSY ARFC em CDG.......eeviviieviiinee, 49
Espectro 16- Espectro 2D de NOESY, de FAFGC em &DCl.........cccooeviiiiiiiiiiiiiiieecenn, 51
Espectro 17- Ampliacéo do espectro 2D de NOESYAIRGC em CDGL.......ccviiieiinnneees 51

Espectro 18- Espectro de DEPT de FAFGC em @GDE&Im atenuacdo suficiente para

V1§ (o2 TG [ F= 1 TP 53

Espectro 19— Espectro de massas da amostra FA@hds deCouroupita guianensss......54

Espectro 20 — Espectro de RMN (300 MHz) de FLHCA em CDGL.......cvcovveveenene.. 58

XV



Espectro 21- Expansdo da regidocsdepm) 3,3 — 4,0 do espectro de RN# (300 MHz) de

FLHCA M CDCY. ...ttt ettt e ettt e e e e e s emmmmnr e e 58

Espectro 22- Expansdo da regidosdepm) 5,0 — 5,6 do espectro de RN# (300 MHz) de

FLHCA M CDCY. ...ttt ettt e ettt e e e e st emmmmnr e e 59

Espectro 23- Expansdo da regidosd@pm) 5,85 - 6,05 do espectro de RN (300 MHz)

(o (o) ol B [ OF A=Y O B ] € TR 59

Espectro 24- Expansdo da regidocsdepm) 6,6 — 6,9 do espectro de RN# (300 MHz) de

FLHGCA @M CD G e e e e e e et 60

Espectro 25- Expansdo da regidddppm) 40 — 150 do espectro de RMIC (300 MHz) de

[ I (O =T 0 1 I3 1 YRR 61
Espectro 26— Espectro de massas da amostra FLH@ eedeCouroupita guianensis....... 62
Espectro 27 — Espectro de RMNt(300 MHz) de FLHE em CDGlL.......cccooveveveennne. 67

Espectro 28- Expansdo da regidosd@pm) 4,90 — 5,50 do espectro de RN (300 MHz)

(o (o) ol M | == 1 O D€ TR R 67

Espectro 29- Expansdo da regidosd@pm) 0,50 — 1,50 do espectro de RN (300 MHz)

(o (o) ol M | == 1 O B € TSR 68

XV



Espectro 30 — Espectro de RMN'G€ (75 MHz) de FLHE em CD@L..........c.ccocovevevennnns, 69

Espectro 31- Expanséo da regiddsdppm) 9,0 — 16,0 do espectro de RMIE (75 MHz) de

FLHE @M CD . . .o a e 69

Espectro 32- Expanséo da regidosd@pm) 19,0 — 26,0 do espectro de RN (75 MHz)

(o (o) ol M | == 1 O D] € RS 70

Espectro 33- Expansdo da regidosd@pm) 28,0 — 35,0 do espectro de RN (75 MHz)

(o (o) ol M | == 1 O D] € TR 70

Espectro 34- Expansdo da regidosd@pm) 37,0 — 44,0 do espectro de RN (75 MHz)

(o (o) ol M | ==Y 1 O D€ TSR 71

Espectro 35- Expanséo da regidosd@pm) 48,0 — 53,0 do espectro de RN (75 MHz)

(o (o) ol M | == 1 O B € TSR 71

Espectro 36— Espectro de massas da amostra FLI& ek deCouroupita guianensss....... 72

XVI



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

[M]** - fon Molecular.

AA% - Porcentagem de Atividade Antioxidante.
Abs — Absorbancia.

AcOEt — Acetato de Etila.

CEso — Concentracédo Efetiva para 50% da Atividade.
CG/EM - Cromatografo com Fase Gasosa Acoplado edi$pnetro de Massas.
COX; — Cicloxigenase 2

d — dubleto

dd — duplo dubleto

ddd — duplo duplo dubleto

ddt — duplo duplo tripleto

DMSO - Dimetilsulfoxido

DNA — Acido desoxirribonucléico.

DPPH — 2,2-difenil-1-picrilidrazila.

dt — duplo tripleto

EM/EI — Espectro de Massas/Impacto de Elétrons.
EROs — Espécie Reativas de Oxigénio.

Hz — Hertz.

IRK — indice de Retencédo de Kovats.

J— Constante de Acoplamento.

m — multipleto

m/z — Relagdo massa/carga.

PBS — Phosphate Buffer Saline (tampéao fosfato)

XVII



ppm — parte por milhao

RMN °C — Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13.
RMN *H — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio.
s— singleto

S.C. — Sub Cutanea.

t — tripleto

TR — Tempo de Retencgéao.

UV — Ultra Violeta

& — Deslocamento Quimico.

XVIII



RESUMO

Estudo Quimico e Farmacoldgico de Folhas e Floges d
Couroupita guianensis Aubl.

Sidnei Bessa de Oliveira Fernandes

Orientadores: Prof. Dr. Fabio de Sousa Menezes

Prof. Dr. Ricardo Machado Kuster

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida acdrragle Pos-graduagdo em
Quimica de Produtos Naturais, Nucleo de PesquisBrddutos Naturais, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dpssitos necessarios a obtencéo do titulo

de Mestre em Ciéncias.

A espécieCouroupita guianensis (Lecythidaceae), popularmente utilizada para dor d
dente, foi investigada neste trabalho de mestrdgetieando contribuir para um melhor
conhecimento de suas propriedades quimicas eaate/ihrmacologica.

Extratos em etanol foram preparados com as folhfigres dessa espécie, além de
quatro particbes de cada parte, com diferentesigadies (hexano, diclorometano, acetato de
etila en-butanol).

A particdo em diclorometano das folhas, ap0s fresizento cromatografico, forneceu
a substancia Loliolida; a particdo em acetato dia elas folhas, apos fracionamento
cromatogréfico, forneceu a substancia Triptantrieaa particio em hexano das flores
forneceu, apds fracionamento cromatografico, asst@nbias Eugenol e um 24-etib

colesta-7,22-dieno.
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O 6bleo essencial das pétalas e da regido repraddis flores mostrou diferencas
guanto a composi¢ao quimica.

A particAo em acetato de etila das folhas e flakessa espécie mostrou uma alta
atividade antioxidante, superior a do extratoGilekgo biloba 761®, usado como controle,
pelo método do DPPH.

O extrato etandlico e as particdes das folhas pécesestudada foram ensaiadas em:
modelo de contor¢do abdominal induzida por &cidéti@x para verificar a antinocicepcéo
periférica, 0 modelo de retirada da cauda pardicaeria antinocicepcdo espinhal e o modelo
de analgesia supra-espinhal. Essa espécie mostodegpotencial antinociceptivo em niveis
periféricos para os extratos em diclorometano ataxwl. Os extratos em hexano e acetato de
etila, mostraram efeito em nivel central para dsaéxsn-butanol e acetato de etila e em nivel
central-espinhal para os extratos em acetato de etn-butanol, respectivamente nas

concentracOes de 100 mg/kg e 10 mg/kg.

Palavras-chave: 1. LecythidaceaeCauroupita guianensis; 3. Fitoquimica; 4. Farmacologia

Rio de Janeiro
Abril de 2006
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ABSTRACT

Chemical and Pharmacological Studies from Leavds an
Flowers ofCouroupita guianensis Aubl.

Sidnei Bessa de Oliveira Fernandes

Orientadores: Prof. Dr. Fabio de Sousa Menezes

Prof. Dr. Ricardo Machado Kuster

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Progranfadd-graduacdo em
Quimica de Produtos Naturais, Nucleo de PesquisBrddutos Naturais, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dpssitos necessarios a obtencéo do titulo

de Mestre em Ciéncias.

Couroupita guianensis (Lecythidaceae), a plant popularly used to treathache, was
investigated in this work aiming at a better knalgie about its chemical properties and
pharmacological profile.

Ethanol extracts from the leaves and flowers wemepgred and from them four
fractions were obtained by liquid/liquid partitiavith solvents in different polarities (hexane,
dichlorometane, ethyl acetate amtutanol).

From the dichlorometane fraction obtained usingvdsa after chromatographic
procedures, was possible to identify the compouatiblide. Using the same metodology,
Tryptanthrin was isolated and identified from ethgktate fraction and Eugenol and 24-ethyl-

5a-cholesta-7,22-diene from the hexane. The essewoliabbtained from flowers showed

XXI



differences in composition regarding the parts Usedhe analysis, being those the petals and
the reproductive area.

The ethyl acetate partition of the leaves and flewbas shown an excellent
antioxidant activity, with a E§ value lower than that for the Ginkgo biloba staddextract
(EGb 761®) used as positive control, when tested in the DBE34y.

The ethanol extract and partitions of the leavesevassayed in mice using the models
of abdominal contortions induced by acetic acidetst peripheric antinociception, tail flick to
test spinal antinociception and hot plate to tegtraspinal analgesia. The results have shown
a significant reduction in the number of contorsSorwhen the fractions hexane,
dichlorometane, ethyl acetate anebutanol were tested. In tail flick model, the etbh
extract and the hexane, ethyl acetate mditanol partitions have increased latency time. In

hot plate model, the ethyl acetate aAdutanol partitions have increased latency time.

Kew-words: 1. Lecythidaceae; Couroupita guianensis, 3. Phytochemistry; 4. Pharmacology

Rio de Janeiro
Abril de 2006
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO:

Os vegetais fazem parte da vida do homem desde menordios como fontes de
alimentos, de materiais para vestuario, habitagdomo utensilios para manifestacfes
artisticas, culturais e religiosas e como meio eauracdo da saude (SCHENKELal.,
2004). O processo de evolucdo da “arte da curd@esede forma empirica, em processos de
descobertas por tentativas, em erros e acertos {GIBB & KAPLAN, 1993).

Neste processo 0s povos primitivos propiciarandentificacdo de espécies e de
géneros vegetais, bem como as partes dos vegerisegjadequam ao uso medicinal, do
reconhecimento dbabitat e da época da colheita (SCHENKELal., 2004).

As plantas continuam sendo uma fonte excepcional ptodutos naturais
biologicamente ativos, os quais podem servir combd&des de interesse comercial ou
podem fornecer informagbes para o desenvolvimer@oddrivados que possuam uma
atividade farmacoldgica seletiva e reduzida tox{@@RDELLet al., 1991).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, cerc@%eda populacdo mundial utiliza
a medicina tradicional para o tratamento de suasess&lades primarias de saude
(BOMBARDELLI, 1996) e a maior parte dessa teramigodve 0 uso de extratos de plantas
ou de seus principios ativos. O Brasil certameeatmsere nesse quadro, sendo um dos mais
ricos dentre os paises em diversidade biologicacesdrando cerca de 10 a 20% do numero
de espécies de plantas do planeta. Além dissoseapieea flora mais diversificada com cerca
de 56.000 espécies de Faner6gamas descritas, mpdaxnente 22% do total estimado no
mundo (MITTERMEIERet al., 1997). Considerando que a maioria das espécgstais
brasileiras ndo tem qualquer estudo quimico e/ouakeoldgico, fica claro que esse universo
representa um potencial econdbmico a ser exploradbusca de principios biologicamente

ativos (CORDELL, 1995).
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1.1. Familia Lecythidaceae
A familia Lecythidaceae pertence a ordem Ericale8 eonstituida de 25

géneros e 400 espécies apresentando distribuicduropmal com grande

concentragdo na regido tropical da América do RBRITO, 1996) Algumas
indicacdes etnofarmacoldgicas para essa familia séndo descritas na literatura
como: atividade anti-hipertensiva, anti-tumoralalgésica, antiinfamatéria, dentre
outras, sendo usadas cascas e folhas (REVILLA, )20@&Atudos quimicos
relacionados a essa familia relatam a presencetelgenos glicosilados (PA# al.,
1991), saponinas (MASSIO& al., 1992), sapogeninas triterpénicas (DAS, 1982),
flavonol glicosilado acetilado (CRUBLE® al., 2003) e constituintes inddlicos. O
estudo farmacoldgico identificou atividade anticeptiva (DERANIYAGALA et al.,

2003).

Figura 1: Representacéo grafica das flore<Coeroupita guianensis
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1.2. Couroupita guianensis Aubl.:

A é&rvore possui dimensdes de até 20 metros deatb5 centimetros de diametro,
folhas alternas, pecioladas, oblongas, agudo-aada® obliquas na base, inteiras ou
crenado-serradas, reticuladas, glabras, palidgmgiaa inferior, estipulas pequenas, caducas,
flores brancacentas ou réseas, dispostas em rasimples, sobre o tronco e 0s ramos, fruto
globoso, coriaceo-lenhoso, indeiscente, com a catiaina fortemente acentuada, sementes
oblongas, aladas, coridceas e vilosas, envoltasp@pa azul ou azulada, abundante e
comestive[CORREA, 1931)

Planta decidua, heli6fita, higrofita, caracteréstae terrenos inundaveis de beira de
igap6s e margens de rios de toda a regido amaz@pcesenta dispersdo ampla, porém em
baixa densidade populacional. Produz anualmentadgrajuantidade de sementes viaveis

(LORENZI, 1992).

Figura 2: Arvore deCouroupita guianensis (Plantarum)
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Floresce durante um longo periodo do ano (messstdenbro a marco).
Os frutos amadureccem em dezembro-margco. Apresemdeira mole e sem
resisténcia. Os frutos vazios servem para uso dmmgas sementes sdo comestiveis e o liber

das fibras utilizadas como cordoalhas rusticas (REXR 1931).

Figura 3: Folhas e flores d€ouroupita guianensis (Plantarum)

A palavra Couroupita que designa o género é dirivde seu nome popular
"kouroupitoumou” na Guiana Francesa onde a plant@dla primeira vez estudada, assim
como o epiteto especifico guianensis que € relatigese pais (LORENZI, 1992). Apresenta
como sinonimia botanica:ecythis bracteata Willd. e Pekea couroupita Juss. (CORREA,
1931) e como nomes populares: macacarecuia, atieicbacaco, castanha-de-macaco, cuia-
de-macaco, améndoa-dos-andes (LORENZI, 19@ajhmon-ball tree (CORREA, 1931).

Possui indicacdo etnofarmacoldgica de suas fgiaaa “dor de dente” (REVILLA,

2002). Alguns trabalhos sobre estudos quimicogrfatadicados a essa espécie, sendo dois
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sobre a casca, tendo sido isoladeamirina, f-amirina, B-sitosterol, taninos (ROV¥t al.,

1966) e cetoesteroidANJANEYULU & RAO, 1998), dois sobre 6leos volatedjundos

das flores, que determinaram as presencas mamsitde eugenol, linalool & E)-farnesol
(WONG & TIE, 1995; ANDRADERet al., 2000) um sobre folhas que caracterizou ésteres
triterpenoidicos de &cidos graxos como o palmitate p-amirina (EKNAT &
SHIVCHANDRAJI, 2002), dois sobre os frutos que céedzaram constituintes inddlicos
(SENet al., 1974; BERGMANEet al., 1995) , um sobre sementes que demonstrou angeese
de é&cidos graxos, tocoferdis, esterdides, acucarésidos aminados (ANDRADEt al.,

1999).
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1.3. Extresse Oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (EROs), na formaniten&uperéxido ( @), radical
hidroxila (OH) e perdxido de hidrogénio £8,), sdo gerados em organismos Vivos por varias
vias. O acumulo de EROs em organismos aerObiosigsaade danos oxidativos em células,
que estdo associados a varias doencgas, cancerossciultipla, aterosclerose e o processo
de envelhecimento (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

A grande producdo de EROs é neutralizada, em graade, por um sistema
antioxidante de defesa, que inclui os sistemasrétizios superoxido desmutase, catalase e
glutationa peroxidase. A enzima superoxido desrautasalisa a conversao do superoxido a
peroxido de hidrogénio, este por sua vez € cowleldi agua pela acdo da catalase ou da
glutationa peroxidase (FINKEL & HOLBROOK, 2000).

O balanco entre a producdo de EROs e as defesasidantes determina o nivel de
estresse oxidativo. Como consequéncia do estregfstioo podem ocorrer modificagdes das
proteinas celulares, lipidios e do DNA (FINKEL & HBROOK, 2000).

Antioxidantes podem neutralizar radicais livres ssilm podem ser usados para a
protecdo da saude humana e retardar a rancifidipgdioa de alimentos (KINSELLAet al.,
1993).

As plantas produzem substancias antioxidantes pan&rolar o estresse oxidativo
causado pela luz solar e pelo oxigénio. Substand@sorigem natural tais como as
antraquinonas, os flavondides, os &cidos aromaticdaninos, tém comprovada atividade

antioxidante, sequiestrando EROs e prevenindo xigagao lipidica (CHEMt al., 2004).
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1.4. Antinocicepcao

A sensacdo de dor é uma das funcdes vitais demsishervoso e por sua natureza
aversiva, promove a informacdo de adverténcia saboeorréncia ou a ameaca de dano
(DRUMOND, 2000).

A dor pode ser provocada por alteragcbes na nag@cepque sdo devidas a dois
mecanismos: modificacbes na transducdo e nas se@id@centes 4 lesdo (sensibilizacdo
periférica) ou transformagfes na transmissdo, @el dbo corno dorsal da medula, ou na
funcdo sinaptica (sensibilizagédo central) (DRUMOINDQO).

Na dor periférica ocorre a modificagdo na senmdgho da transducdo, onde
nociceptores de elevado limiar se transformam eaiceptores de baixo limiar, mediante a
acdo conjunta de vérias substancias algogénicas MmND, 2000).

Na dor central ocorre a facilitacado da transmigsiglar, como consequéncia direta de
estimulacdo nodxica repetitiva das fibras C, promdoadespolarizagdo parcial, progressiva e
sustentada, dos neurdnios do corno posterior, mgabrana se torna cada vez mais

susceptivel a estimulos aferentes (DRUMOND, 2000).



JUSTIFICATIVA

2. JUSTIFICATIVA:

A espécieCouroupita guianensis pertence a familia Lecythidaceae e é caracteridéca
terrenos inundaveis de beira de igapdés e margenoslale toda a regido amazbnica. O
levantamento bibliogréfico realizado para esta @spévidenciou a existéncia de indicacdo
etnofarmacolégica associada a dor além de pouca@stuimico e farmacoldgico, portanto

justificam a escolha dessa espécie para a reaiziesse trabalho.
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3. OBJETIVOS:

3. 1. Objetivo Geral:

O objetivo geral é contribuir para o estudo quimécéarmacoldgico dé€ouroupita

guianensis, tendo como interesse suas folhas e flores.

3. 2. Objetivos Especificos:

1. Estudar, do ponto de vista quimico, procedermln e separacdo, isolamento e

elucidacdo estrutural do maior niumero possivelutstancias do metabolismo especial das

folhas e flores dessa espécie, incluindo a arddis&leo essencial das flores;

2. Realizar estudos farmacoldgicos relacionadoatigslades antioxidante das folhas

e flores e antinociceptiva das folhas dessa espécie



PARTE EXPERIMENTAL

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Ensaios Quimicos:

4.1.1. Material Quimico e Aparelhagem:

Os solventes utilizados para as extracOes, craraftas e reagbes foram de grau
P.A., com excecédo do etanol comercial que foi de @5 GL.

As andlises cromatogréficas em camada fina forafizadas em cromatoplacas de gel
de silica 60 fs4s0bre placa de aluminio, com 0,2 mm de espessimacdda pela Merck S/A
IndUstrias Quimicas, Brasil. Os eluentes foram gmagios em concentracdo viv e a
visualizacdo das substéncias foi efetuada poriagdd com lampada ultravioleta cdmde
254 e 365 nm e/ou por revelacdo com solugéo de &diflirico a 10% em etanol, seguido de
aquecimento a 3C em placa aquecedora.

Para a purificacdo das substancias por cromatageaf coluna foi utilizado gel de
silica 60 (70-230 mesh; Merck S/A). Também foliasttdo carvdo vegetal ativo P.A. da
marca Synth, para a remocao de clorofila.

A eliminacdo dos solventes das particdos e deddsadas colunas cromatograficas foi
feita sob pressao reduzida em evaporador rotatériobanho aquecedor (Tecnol Brasil).

A determinacdo estrutural das substancias isoffmdasalizada atraves dos métodos
instrumentais de espectrometria de ressonanciaétiegmuclear de hidrogénio (RMK) e
carbono (RMN *3C), espectrometria de massas (EM) e espectrometriaregido do
ultravioleta (UV).

Os espectros de RMRH (200 MHz) e RMN*3C (50 MHz) foram registrados em

espectrometro GEMINI-200 do Nucleo de PesquisaBrddutos Naturais (NPPN) da UFRJ,
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e os espectros de RMRH (300 MHz) e RMN*C (75 MHz) foram registrados em
espectrometro Bruker DPX-200 do Instituto de Quan{iQ)) da UFRJ. Os espectros foram
feitos utilizando solventes deuterados e o TMSufiizado como padrao interno.

A cromatografia com fase gasosa acoplada a eépwsatito de massas foi realizada no
Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPNYFRJ, para a andlise dos Oleos
essenciais das flores, em aparelho SHIMADZU CG-MS5Q00, coluna capilar HP5 (30m x
0,25 mm), usando hélio como gas de arraste (floxstante de 1mL/min.) e programacédo de
temperatura de 6C a 240C (3°C/min.), permanecendo por mais 20 min. em°240s
espectros de massas foram obtidos a 70 eV e osdrags foram descritos com relagdo entre
as unidades de massa atdmica e camjg Com a abundancia relativa expressa em valores
percentuais.

No Instituto de Quimica (IQ) da UFRJ o aparelhdizatio para as demais analises
utilizando espectrometro de massas foi CG Agileradelo 6890N, acoplado a um
espectrometro de massas quadrupolo Agilent, mot#33N a coluna foi uma DB-5 de 30
metros, 0,30 id x 0,2bm usando hélio como gas de arraste (fluxo consaatemL/min.) e
programacao de temperatura dé®@& 240C (FC/min.) permanecendo por mais 5 minutos
em 240C. Os fragmentos foram descritos com relagédo e#trenidades de massa atomica e
carga (n/z) com a abundancia relativa expressa em valoreempeerais. Os resultados obtidos
foram todos comparados com o catalogo de espedamsmassas de MclLafferty
(MCLAFFERTY & STAUFFER, 1989) e automaticamente coiblioteca de espectros de
massas Whiley 275.

Os indices de retencédo de Kovats (IRK) foram obtidgartir do tempo de retencéo
de uma série homoéloga de hidrocarbonetos de 8 atd@6os de carbono. Os resultados
obtidos foram comparados com os indices de retetgdmvats do catalogo de identificacdo

de Oleos essenciais de Adams (ADAMS, 1995).
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As leituras em comprimento de onda de 518 nm, padaterminacdo das atividades
antioxidantes, foram obtidas em aparelho UV-Vigrializu UV 1601, utilizando etanol como

solvente.

4.1.2. Material Vegetal:

As folhas deCouroupita guianensis foram coletadas no Campus da Universidade
Federal do Rio de Janeiro em outubro de 2003 doassfdesta mesma espécie foram
coletadas em outubro de 2004 também no Campus idarkldade Federal do Rio de Janeiro.
A planta foi identificada pela professora Rosanar@do Lopes e depositada com o numero

13150 no hebario RFA do Instituto de Biologia Déparento de Botanica da UFRJ.

4.1.3. Métodos de Extracdo do Material Vegetal:

Folhas deCouroupita guianensis (1,2 kg) foram coletadas e secas em estufe@ 87
moidas em moinho de facas. A extracao foi feitampaceracéo estatica com etanol. O extrato
obtido foi seco sob pressdo reduzida em evaponadatorio e quantificado apos remocéo
total do solvente. O extrato obtido foi ressuspdm@&m solucdo etanol/dgua (2:8). O material
assim obtido foi particionado sucessivamente enar@xdiclorometano, acetato de etila-e
butanol (Esquema 1, pégina, 13). O residuo finahdondicionado em geladeira. As flores
desta mesma espécie sofreram extragmatura por maceragdo estatica com etanol e

procedimento subsequente igual ao das folhas (Esgdepagina, 14).
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Folhas de Couroupita guianensis (1,2 kg)

Extrato em Etanol (139,0 g)

Extrato em Hexano (17,5 ¢) | Residuo |

Extrato em Diclorometano (12,4 ¢) Residuo Il

Extrato em Acetato de Etila (12,0 g)Residuo Il

Residuo I/

Extrato emn-Butanol (9,0 d

N

Esquema 1:Preparo do Extrato Etandlico Total e das Partigheddexano, Diclorometano,

Acetato de Etila @-Butanol a partir das Folhas @euroupita guianensis.

13
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Flores de Couroupita guianensis (2,3 kg)

Extrato em Etanol (726,0 g

N

Extrato em Hexano (4,5 d) | Residuo |

Extrato em Diclorometano (3,4 g)| Residuo I

Extrato em Acetato de Etila (5,9 g)|Residuo I

Extrato em n-Butanol (9,0 g)| |Residuo I\

Esquema 2:Preparo do Extrato Etandlico Total e das Partigieddexano, Diclorometano,

Acetato de Etila @-Butanol a partir das Flores @®uroupita guianensis.

4.1.4. Estudo Fitoquimico das Folhas:

Particdo em Diclorometano:

A particdo em diclorometano das folhas @eguianensis (6,0 g) foi solubilizado em
diclorometano e transferido para erlenmeyer jurdm carvao ativo, que permaneceu em
banho-maria a 5C por 20 minutos, sendo filtrado posteriormente.pérticdo semi-
purificado resultante (150 mg), apés secagem sebts@o reduzida em evaporador rotatério,
foi cromatografado em coluna de gel de silica (bQuglizando-se como eluente misturas de
hexano, acetato de etila e metanol em gradienfgoldeidade crescente. Essa cromatografia
resultou na coleta de 143 fracBes, que foram rasngkgundo perfil cromatografico em

camada fina.
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Purificacdo da Fracao FDE:

As fracBes 66-68 foram reunidas segundo o pedimatografico em camada fina,
sendo codificada como FDE (8,4 mg) (Esquema 3,npadi5). Analise espectrométrica de
FDE permitiu identificA-la como sendo a lactona dixido 3,5-diidroxi-1,1,5-

trimetilcicloexilideno-6-acético (Loliolida).

Coluna da Particdo em Diclorometano das Folhasg)g,0

143 fracoes

54-65| |66-68 (FDE)| | 69-79

Loliolida (8,4 mg

Esquema 3:Fluxograma da Purificacdo da Loliolida, a partirREticio em Diclorometano
das Folhas.

CG/EM (Loliolida): TR/min: 22,472
EM-EI m/z (%): 196 [M]* (4,4); 178 (3,8); 163 (12,4); 153 (7,4); 140 (3135
(16,8); 125 (5,0); 111 (55,0); 95 (16,1); 85 (1478)(10,4); 67 (19,5); 57 (25,2); 43

(100,0).

RMN *H (300 MHz, CDCY, TMS): 8 (ppm) 4,33 (1Hquint., J 3,8 Hz, H), 1,28 (3H,
s, Ho), 1,47 (3H,s, Hio), 1,53 (1H,dd, J 3,8 e 14,6 Hz, b}), 1,78 (3H,s, H11), 1,79
(1H,dd, 3,8 e 14,0 Hz, Il), 1,98 (1Hdt, J2,6 e 14,6 Hz, K), 2,47 (1Hdt, J2,6 e

14,0 Hz, H H,) e 5,70 (1Hs, Hy).
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RMN *3C (75 MHz, CDCY, TMS): § (ppm) 26,8 (G), 27,4 (Gy), 30,9 (G), 36,2

(Cy), 45,6 (G), 47,4 (G), 66,7 (G), 86,8 (G), 113,3 (G), 176,7 (G) € 182,1 (Q).

Particdo em Acetato de Etila:

A particdo em acetato de etila das folhasCdguianensis (12,0g) foi cromatografado
em coluna de gel de silica (160g), utilizando-sem@@luente misturas de hexano, acetato de
etila e metanol em gradiente de polaridade crescé&sisa cromatografia resultou na coleta de

156 fracdes, que foram reunidas segundo perfil atognafico em camada fina.

Purificacdo da Fracao FAG:

As fracOes 94-139 foram reunidas segundo o pedinatografico em camada fina,
sendo codificada como FAG. Essa fragao foi re-ctografada, obtendo-se 286 fracdes. As
fracdes 25-40 dessa nova coluna foram reunidasy\degu perfil cromatogréfico e a presenca
de cristais em forma de agulhas. Os cristais emmdode agulhas foram purificados,
adicionando-se hexano a fracdo, onde os cristaisseamostraram sollveis, sendo esses
retidos ao filtrar em papel de filtro. Esta amoshiva codificada como FAGC (6,9 mg)
(Esquema 4, pagina, 17). Analise espectrométridaAdeC permitiu identifica-la como sendo

6,12-diidro-6,12-dioxoindol[2,1-b]quinazolina (Ttgntrina).

CG/EM (Triptantrina): TR/min: 36,899
EM-El m/z (%): 248 [M]* (100,0); 220 (30,4); 192 (22,3); 178 (3,6); 16£L)6144

(5,4): 124 (6,2): 102 (13,8); 90 (12,9); 76 (2363:(12,5); 50 (17,4); 44 (4,5).

RMN *H (300 MHz, CDGJ, TMS:§ (ppm) 7,43 (1Hddd, J 7,68, 7,68 e 0,74 Hz,d

7,68 (1H,ddd, J 7,17, 7,50 e 1,10 Hz,4H), 7,77 (LHddd, J 8,19, 7,68 e 1,19 Hz, )
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7,84 (1H,ddd, J 8,19, 8,02 e 1,19 Hz,¢}, 7,92 (1H,ddd, J 7,58; 0,85 e 0,50 Hz, 4
8,04 (1H,ddd, J 8,19, 0,85 e 0,50 Hz,4), 8,45 (1Hddd, J 7,68, 1,19 e 0,34 Hz, 4},

8,63 (1H,d, J 8,19 Hz, H).

RMN **C (75 MHz, CDGJ, TMS): 8 (ppm) 118,2 (§), 122,1 (G, 123,9 (G), 125,6
(Ca), 127,4 (G), 127,8 (G), 130,4 (G), 130,9 (G), 135,3 (@), 138,5 (@), 144,5

(Cra), 146,5 (G), 146,8 (G), 158,3 (&) e 182,8 (G).

Coluna da Particdo em Acetato de Etila das Folhag)

156 fracOes

86-93 94-139 (FAG) 140-143

Coluna da Juncao FAG

286 fracoes
22-24 25-40 41-65 66-95
Purificacéo
FAGC 25-40B

Triptantrina (6,9 mg)

Esquema 4:Fluxograma da Purificacdo da Triptantrina, a patéirParticio em Acetato de
Etila das Folhas.
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4.1.5. Estudo Fitoquimico das Flores:

Particdo Hexanico:

Parte da particdo em hexano das floreCdguianensis (4,13g) foi cromatografado
em coluna de gel de silica (170g), utilizando-se@®@luente misturas de hexano, acetato de
etila e metanol em gradiente de polaridade crescé&sisa cromatografia resultou na coleta de

36 fragBes, que foram reunidas segundo perfil crognafico em camada fina.

Purificacdo da Fracdo FLHC:

As fracBes 11-12 foram reunidas segundo o pedimatografico em camada fina,
sendo codificada como FLHC (72 mg). Esta juncéo fdages foi re-cromatografada em
coluna de gel de silica (17,989), utilizando-se @atuente misturas de hexano, acetato de
etila e metanol em gradiente de polaridade crescé&sisa cromatografia resultou na coleta de
99 fracdes, que foram reunidas segundo perfil crognafico em camada fina. As fracdes 14-
15 (10,1mg) foram reunidas segundo o perfil crogpatiico em camada fina, sendo
codificada como FLHCA (Esquema 5, pagina, 19). &eakspectrométrica de FLHCA

permitiu identifica-la como sendo o eugenol.
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Coluna da Particao em Hexano das Flores (4,13 g)

36 fracoes

9-10| |11-12 (FLHC)| |13-15

Coluna da Juncéo FLHC

99 fracoes

13 14-15 (FLHCA)| |16-17

Eugenol (10,1 mb)

Esquema 5: Fluxograma da Purificacdo do Eugenol, a partirPdaticio em Hexano das

Flores.

CG/EM (Eugenol): TR/min: 29,526
EM-EIl m/z (%): 164 [M]* (2,7); 150 (4,5); 135 (5,8); 123 (6,7); 109 (18F (41,5);

81 (71,4); 67 (99,1): 55 (72,3): 41 (100,0).

RMN 'H (300 MHz, CDCY, TMS): § 3,32 (2H,d, J 6,66 Hz, H), 3,87 (3H,s Hio),
5,02 (1H,t, J 1,19 Hz, HJ), 5,09 (1Hddd, J 3,41, 3,24: 1,71, 1,19 Hzsh, 5,49 (1H,
s, Hy), 5,95 (1H,ddt, J 6,66, 3,58, 3,41, 3,24 Hz,gH 6,67 (1H quint., J 3,58, 3,41,

1,71 Hz, H), 6,82 (1H, H), 6,86 (1H, H).
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RMN 3C (75 MHz, CDCJ, TMS): 8 40,11 (G), 56,13 (Go), 111,19 (G), 114,33 (G),

115,69 (G), 121,14 (§), 132,00 (G), 137,97 (), 143,98 (G) e 146,39 ().

Purificacdo da Fracdo FLHE:

A fracdo 16 da coluna inicial da particdo hexandm flores segundo seu perfil
cromatogréfico e a presenca de cristais aciculigesamente acinzentados foi purificada,
adicionando-se hexano a fracdo, onde os cristaissedmostraram sollveis, e retirando-se a
parte soluvel com auxilio de uma pipeta Pasteuan®stra com os cristais purificados foi
codificada como FLHE (19,4mg) (Esquema 6, pagifd, RLHE é solivel em cloroférmio e
acetato de etila formando uma solucéo violeta sasted andlise espectrométrica de FLHE
permitiu identificar o esqueleto como sendo o 245et-colesta-7,22-dieno e podendo ser um

dos epimeros: Chondrillasterol ou Espinasterol.

Coluna da Particdo em Hexano das Folhas (4,13 g)

36 fracogs

13-15 16 17-18

Purificacao

FLHE 16H

24-etil-5alfa-colesta-7,22-dieno (19,4 mQ)

Esquema 6:Fluxograma da Purificagédo do 24-eiil-Bolesta-7,22-dieno, a partir da Particao

Hexanica das Flores.
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CG/EM (24-etil-mx-colesta-7,22-dieno):

TR/min: 47,074

EM-EI m/z (%): 412 [M[* (16,2); 397 (5,2); 369 (5,2); 351 (2,9); 327 (1300 (9,0);
271 (6,9); 246 (10,5); 213 (9,5); 187 (4,8); 173¥H)9147 (17,6); 119 (17,6); 107

(37,1); 81 (64,8); 55 (100); 43 (96,2).

RMN 'H (300 MHz, CDCJ, TMS): & 0,56 (3H,s, Hig), 0,80 @; J 6,4Hz, Hg), 0,81
(3H, s, Hig), 0,81 (; J 6,5 Hz, Hy), 0,85 ¢I; J 6,5 Hz, H7), 1,03 @; J 6,7 Hz, Hy),
5,02 @dd; J 7,9 e 15,3 Hz, 1), 5,17 @d; J 8,2 e 14,2 Hz, k), 5,11 (m, H;) 5 3,60

(m, H3).

RMN °C (75 MHz, CDGJ, TMS): 8 12,1 (Gg), 12,3 (Gy), 13,1 (Go), 19,1 (G7), 21,2
(Cz1), 21,5 (Gy), 21,6 (Ge), 23,1 (Gs), 25,5 (Gs), 28,6 (Ge), 29,7 (C), 31,6 (G),
32,0 (Gs), 34,3 (Go), 37,2 (G), 38,1 (G), 39,6 (G>»), 40,4 (G), 40,9 (Go), 43,4 (Ga),
49,6 (G), 51,3 (Ga), 55,2 (Ga), 56,0 (G7), 71,2 (G), 117,6 (G), 129,5 (Gg), 138,2

(Cz2) € 139,6 ().

4.1.6. Extracdo do Oleo Essencial das Flores dew@oupita guianensis

As flores frescas foram separadas em pétalas teilesr reprodutores obtendo-se
respectivamente 241g e 3049, sendo separadamecitmados a baldes de fundo redondo,
onde adicionou-se em ambos 500mL de agua desti@dabalées separadamente foram
submetidos a hidrodestilagdo em aparelho de Clevangdificado. O sistema foi mantido a
100°C por cerca de uma hora. O 6leo essencial obtideeparado da fase aquosa por

particdo liquido-liquido com cloroférmio.
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A composicdo dos 6leos essenciais foi determipadaromatografia com fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas.

A cromatografia com fase gasosa acoplada a eépsatito de massas foi realizada no
Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPNYFERJ, para a andlise dos Oleos
essenciais das flores, em aparelho SHIMADZU CG-MS5Q00, coluna capilar HP5 (30m x
0,25 mm), usando hélio como gas de arraste (floxstante de 1mL/min.) e programacédo de
temperatura de 6C a 240C (3’C/min.), permanecendo por mais 20 min. em°2400s
espectros de massas foram obtidos a 70 eV e osdrags foram descritos com relagdo entre
as unidades de massa atdmica e camjg Com a abundancia relativa expressa em valores
percentuais.

O indice de retencédo de Kovats foi calculado airpdos dados do tempo de retencéo
de série homdloga de hidrocarbonetos saturados (C36), obtidos por cromatografia com

fase gasosa nas mesmas condi¢cfes utilizadas [@disz alos 6leos essenciais.

Identificacdo dos Constituintes dos Oleos Essendaias Pétalas:

Linalool:

TR/min: 14,616

EM-EI m/z (%): 154 [M]* (0); 136 (7,0); 121 (11,2); 105 (5,1); 93 (57,4); (47,8); 55
(43,6); 41 (100).

a-Terpineol:

TR/min: 18,946

EM-EI m/z (%): 154 [M]* (0); 139 (5,2); 136 (37,7); 121 (35,5); 107 (1133 (74,2); 68
(37,7); 59 (100); 43 (73,2).

Geraniol:
TR/min: 20,666

22



PARTE EXPERIMENTAL

EM-EI miz (%): 154 [M]" (0); 136 (10,0); 121 (11,6); 107 (5,5); 93 (45,69, (49,7): 67
(22,6); 41 (100).

Nerol:

TR/min: 21,890

EM-EI m/z (%): 154 [M]* (0); 136 (3,9); 121 (5,5); 105 (3,2); 93 (31,8);(65,5); 67 (13,5);
41 (100).

Eugenol:

TR/min: 26,631

EM-EI m/z (%): 164 [M]* (100); 149 (36,1); 131 (28,1); 121 (18,4); 103,63091 (29,7); 77
(43,9); 55 (45,8); 51 (27,1).

Identificacdo dos Constituintes dos Oleos Essendaios Verticilos Reprodutores:

Hexanal:
TR/min: 3,814
EM-EI m/z (%): 100 [M]* (0); 82 (9,3); 72 (14,52); 56 (63,5); 44 (100).

Linalool:

TR/min: 14,618

EM-El m/z (%): 154 [M]* (0); 136 (7,7); 121 (12,5); 105 (5,8); 93 (64,B); (40,6); 55
(40,0); 41 (100).

Geraniol:

TR/min: 20,686

EM-El m/z (%): 154 [M]* (0); 136 (11,9); 121 (13,5); 107 (6,1); 93 (52,69, (48,4); 67
(25,5); 41 (100).

Nerol:
TR/min: 21,923
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EM-EI m/z (%): 154 [M[* (0); 136 (4,8): 121 (6,4); 105 (4,2): 93 (38,19;(62,9); 67 (14,8);
41 (100).

Eugenol:

TR/min: 26,698

EM-EI m/z (%): 164 [M]* (100); 149 (34,2); 131 (27,4); 121 (18,1); 103,03191 (27,1); 77
(40,0); 55 (45,5); 51 (26,4).
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4.2. Ensaios Farmacoldgicos:

4.2.1. Andlise da Atividade Antioxidante pelo Métod do DPPH

Este método consiste na determinacdo da atividad®xidante, por método
fotocolorimétrico, do extrato frente a presencaraldical livre estavel DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazila), que apresenta coloracdo violetabsorcdo maxima em 518 nm. A coloracao
violeta passa a amarelo quando o elétron ndo elnpdoedo radical livre DPPH emparelha
com o hidrogénio radicalar de um antioxidante fordmmo DPPH-H reduzido, que é sua

hidrazila correspondente (Figura 4). A descoloraastequiométrica.

SUSEROVE

N H- % R NH
>
O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH DPPH-H

Figura 4: Reducao da molécula de DPPH.

Utilizou-se para este ensaio o0 extrato etandlital ias folhas e flores deouroupita
guianensis e suas particbes em hexano, diclorometano, acdeatdila en-butanol, além da

Triptantrina. As amostras foram solubilizadas eanek na proporcéo de 1:1. A partir dessa
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solucdo foram preparadas por diluicdo as solugéedcentracdes de 250, 125, 50, 25, 10 e
5 ug/mL, com excecdo da triptantrina, que em virtude mbuca massa teve suas
concentragcOes ajustadas para 125; 62,5; 25; 12625 ug/mL. Um mililitro (1 mL) da
solucdo de DPPH na concentracdo de 0,3 mM (em letfanadicionada a 2,5 mL de cada
uma das solucdes, em triplicata (MENS@RI., 2001).

Um solugéo (branco) foi preparado para cada déugd@m 2,5mL de solugédo e 1 ml
de etanol. Uma amostra controle foi preparada cdimf. de etanol e 1 mL de DPPH. O
extrato padronizado dginkgo biloba (EGb 76%) foi utilizando como controle positivo.

Antes da leitura as solu¢gbes foram mantidas a texnypa ambiente por 30 minutos,

para que houvesse a reacédo e em seguida a letuemlizada em espectrofotometro de UV

Vis Shimadzu UV 1601 a um comprimento de 518 nmN8PRet al., 2001).

O ensaio foi realizado em triplicata e o célculcatieidade antioxidante percentual foi

obtida através da equacéo:

AA%= 100-{[( Abs amostra — Abs branco) x 100]} / Al controle

Os resultados foram expressos emd_& partir da regressao linear dos valores

obtidos.

4.2.2. Detrerminacao da Atividade Antinociceptiva:

Os testes da atividade antinociceptiva foramzaddis no laboratério da Dra. Patricia

Dias Fernandes do Departamento de Farmacologiaa@BésiClinica, Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

26



PARTE EXPERIMENTAL

Para os ensaios foram testadas as seguintes asnakdr extratos das folhas de
Couroupita guianensis. extrato etanolico total, particio em hexano odainetano, acetato de
etila en-butanol.

Todos os experimentos foram executados com camgondomachos Swiss 44 (18-
25g), comprados no Biotério Central do InstitutoMierobiologia Prof. Paulo de Goées, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os anifoagn mantidos a temperatura ambiente
controlada (22 2°C) com um ciclo de claro/escuro por 12 horas, ¢amm dcesso a comida e
agua. Doze horas antes de cada experimento o0sisnie@beram somente agua e, a
alimentacéo foi evitada para minimizar possivesrfaréncias na absorcéo dos extratos.

Os extratos foram diluidos previamente em DMSQafofeiras solu¢des com PBS
de todos os extratos, assim como as substandiaadas como padrédo, imediatamente antes
do uso e administrados oralmente, em uma concéwotideg 100 mg/kg e 10 mg/kg. Em todos
0s experimentos, a concentragéo final de DMSO mé@edeu a 0,5%, concentracao essa, na
gual esse solvente ndo tem efeito téxico.

Quando necessério, os animais foram sacrificad®sacbrdo com a ética para
investigacao experimental de dor em animais comssgZIMMERMANN,1983).

Para todos os ensaios, cada grupo experimentebffistituido de 5 animais. Utilizou-
se como grupo controle animais que receberam semewnticulo utilizado para solubilizar os
extratos (DMSO e PBS). Os resultados foram analsagdtatisticamente com a aplicagdo do

meétodoOne-Way seguido de teste dgonferroni com um grau de liberdade de= 0,05 e 0

valor dep < 0,05 foi considerado significativo.
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4.2.2.1. Contorgdes Abdominais Induzidas por AcidAcético:

O modelo baseia-se nas contor¢fes, que sdo dsfipor uma série de contracdes e
alongamentos dos musculos abdominais acompanhaddsrgdo do tronco e extensdo dos
membros posteriores, 0 que ird promover o contatandsculo abdominal do camundongo
com o fundo do recipiente no qual 0 mesmo se ereo@t ensaio das contracfes € muito
utilizado na determinacdo da atividade antinocieapieriférica.

O ensaio é realizado através da administracaa-jrgritoneal em camundongos de 0,5
mL de &acido acético a 2%, diluido em salina (0,1@ldg). Os animais (camundongos)
foram utilizados de acordo com COSTEAal. (2003). O ensaio foi realizado com 8 grupos,
onde cada grupo, foi tratado oralmente 60 minutdesada administracdo do acido acético,
com: PBS e DMSO (veiculo); morfina (1mg/kg) e dipia (1 mg/kg), como controles
positivos; extrato etandlico total e as particOeshexano, em diclorometano, em acetato de
etila e erm-butanol de folhas d€ouroupita guianensis. O uso do acido acético produz uma
irritacdo abdominal produzindo respostas reflegasyocando as contor¢des. O numero total
de contor¢bes apOs a administragéo intraperitqnpdl foi registrada durante um periodo de
20 minutos; onde, iniciou-se o registro apds 5 toisda injecdo i.p. do acido acético (2%).

Os valores foram expressos como métliadesvio padrdo do numero total de

contorgoes.
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4.2.2.2. Teste de Retirada da Cauda:

O procedimento foi de acordo com COSé&Al. (2003). Nesse teste o camundongo é
imobilizado em um pequeno cilindro rigido, chamadatensor, e com ventilagdo, deixando
apenas a cauda imersa em um banho de agua na aampede 50C + 1°C. Durante a
imersdo da cauda os camundongos ndo foram marggutiicetamente evitando-se assim o
estresse ou compressédo do animal, e antes de seanethtividade ao calor, esperou-se a
adaptacdo dos animais a nova situacdo (JANSSEA. 1963; GROTTO & SULMAN,
1967). Foi imerso o terco inferior da cauda doswatongos na dgua. O tempo necessario
para o animal retirar a cauda, em segundos, fatrado, com auxilio de um cronémetro.

Em quarenta e vinte minutos antes da administrdo&oextratos, o tempo de reacéo
da retirada da cauda foi medido. A linha de basednsiderada como a média dos valores de
40 e 20 minutos antes da administracado dos farmgcogo controle) e out-off usado foi de
3 vezes o valor da linha de base. Os limiares slgosta ao teste foram normalizados através
do indice de antinocicepcdo da retirada da caudisulado de acordo com a seguinte
formula:

(Valor Medido — Linha de Base)/"Cut-off” — Linha @ase)

Foram registrados os tempos de reacédo de retimdauda, em 20, 40, 60, 80, 100 e
120 minutos apés administracdo dos extratos e @wsatos. Os valores foram expressos
como porcentagem de aumento em relagédo a linhase Nesse ensaio também se avaliou o
aumento do tempo de resposta dos animais (KURAESHI. 1983). Os testes de reacdo ao
calor sdo seletivos para o estudo de substanaiascéo analgésica exercida por mecanismos
centrais, semelhantes aos opiaceos. Nesse moddiitdoum grupo controle positivo com

morfina por via oral, na dose de 1 mg/kg e um adatiratado com PBS e DMSO (veiculo).
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4.2.2.3.Teste da Placa Quente:

Os animais foram testados de acordo com o métosiritepor FRANZOTTlet al.

(2000). Os animais foram colocados em uma placatgue®mm 55 + 1°C e o tempo de reagao
foi registrado quando o animal retirava e/ou lamioiea ou ambas as patas anteriores.
Aos sessenta e trinta minutos antes da administrdg& extratos, o tempo de reacdo ao
estimulo térmico foi medido, em segundos. Como éamlapds a administracdo dos extratos
nos tempos de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutas &sse ensaio utilizou-se um controle
positivo de morfina na dose de 1 mg/kg, e um cémtiratado com PBS e DMSO (veiculo).

Os valores foram expressos em porcentagem de ave@ntelacao a linha de base.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. lactona do &cido 3,5-diidroxi-1,1,5-trimetilatloexilideno-6-acético (Loliolida):

A particdo em diclorometano forneceu, apdés cromaf@g em coluna de gel de silica
(Esquema 3, pag. 15), uma substancia, nas frac6e88 6da coluna da extrato em
diclorometano das folhas (juncdo FDE). Soluvel eprofdrmio e acetato de etila, a
substancia sofreu purificacdo por cromatografiacelana de gel de silica. A cromatografia
com fase gasosa (Cromatograma 1, pag. 38) evidengiau de pureza dessa amostra. Seu
espectro de massas (Espectro 6, pag. 38) mostrosinanemnvz 196 relativo a um ion
molecular compativel com a formula;:8:1603. A andlise dos dados espectrométricos de

RMN de'H e**C permitiu sugerir para a substancia a seguintatasa:

[ —
[

H O/// 0

D
S
S
N
S
S
N

9 10
Figura 5: Loliolida

O espectro de RMNH de FDE em CDGI(Espectros 1, 2, 3 e 4, pag. 35 e 36) mostra
a presenca de sinais relativos a 3 metda$;28 (3H,s, Hy), 1,47 (3H,s, Hig), 1,78 (3H,s,
Hi1), um hidrogénio hidroximetinico e 4,33 @uint., J 3,8 Hz, H), e dois grupos de
hidrogénios metilénicos et1,53 (1H,dd, J 3,8 e 14,6 Hz, k), 1,79 (1H,dd, J 3,8 e 14,0

Hz, Hs), 1,98 (1H,0t, J 2,6 e 14,6 Hz, kW), 2,47 (1H,dt, J2,6 e 14,0 Hz, H ).

31



RESULTADOS E DISCUSSAO

O espectro de RMN°C de FDE (Espectro 5, pag. 37) apresenta um tatalld
sinais de carbono. Os sinais relativos a unidactédicac,-insaturada séo os sinaisl13,3
(Cy), 176,7 (G) e 182,1 (Q).

Os dados obtidos de RMN dil e RMN de'*C para FDE foram comparados aos da
literatura para a loliolida (RMNH, 300 MHz, CDG e RMN °C, 75,5 MHz, CDG))
(VALDES Ill, 1986 e CONEGERG@t al., 2003) e aos de seu epimero, a 3-Epiloliolida (RMN

'H, 500 MHz, CDCJ) (BORKOSKY et al., 1996) (Quadro 1, pagina 32).

HO,, ', HO///, ”

Loliolida

N
S
S
S
N
S
N
NS

S
N
N
~
)
>
>
S

3-Epioliolida

Figura 6: Loliolida e 3-Epiloliolida.

Quadro 1: Dados espectrais de RMN da Substancia FDE, dalidaliqVALDES Il1, 1986 ¢
CONEGEROQset al., 2003) e da 3-Epiloliolida (BORKOSK#t al., 1996) obtidos na literatura.

Loliolida 3-Epiloliolida Substéancia FDE
#15C| §'H (mult.JemHz) | &§H (mult.Jem Hz) | §*°C 8 'H (mult. J em Hz)
1| 36,0 - - 36,2 -
2| 47,2| 1,98dt; 2,7;14,4; H) | 2,04 ddd, 2,0, 4,0, 13) 47,4 1,98 @t; 2,6; 14,6; H.)
1,53 @d; 3,5; 14,4; ) 1,53 @dd; 3,8; 14,6; H)
3| 66,8 4,33 duint., 3,5) 4,131, 4,0, 11,5) 66,7 4,33)(int., 3,8)
4 | 455| 2,46dt; 2,7; 14,0; H) 2,53 @dd; 2,0; 45,6 2,47 @t; 2,6; 14,0; H)
1,79 @dd; 3,5; 14,0; H) 4,0;12,0) 1,79 dd; 3,8; 14,0; )
51| 86,9 - - 86,8 -
6 | 182,6 - - 182,1 -
7 1113,0 5,70 §) 5716 113,3 5,70 §)
81171,0 - - 176,7 -
9| 30,6 1,279 (0-CHs) 1,26 §) 30,9 1,28 9) (0-CHg)
10| 26,4 1,47 §) (B-CHa) 1,31 6 26,8 1,479 (B-CHs)
11] 27,0 1,789 1,58 6 27,4 1,78
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CG/EM (Loliolida): TR/min: 22,472
EM-EI m/z (%): 196 [M]* (4,4); 178 (3,8); 163 (12,4); 153 (7,4); 140 (3135
(16,8); 125 (5,0); 111 (55,0); 95 (16,1); 85 (1478)(10,4); 67 (19,5); 57 (25,2); 43

(100,0).

O quintupleto observado, com deslocamento quimiodé 4,33 ppm, sugere o
acoplamento deste com outros 4 hidrogénios, poeFmgste, so foi calculado uma constante
de acoplamentalf com valor de 3,8 Hz, que coincide com os valdee$ observados para os
sinais (duplo dubletos) com valoresdde 1,53 e 1,78 ppm. Estes mesmos sinais apresentam
também respectivamente valoresJdie 14,6 e 14,0 Hz, o que sugere acoplamentos gemin
cada um, com outros hidrogénios. O valor dele 4,33 ppm sugere a proximidade do
hidrogénio referente a este sinal a um heteroatomo.

A presenca de dois outros sinais (duplo triplettesj igual a 1,98 e 2,47 ppm cain
respectivamente de 14,6 e 14,0 Hz e de 2,6 Hz paraos, confirma a presenca de
hidrogénios geminais e um acoplamento entre estes.

Os cinco hidrogénios acima descritos encontrarerseum anel de seis membros,
onde a determinacdo das configurac@es  dos hidrogénios geminais se da a partir da
adocao da conformacdo em cadeira para este anpbsigio axial do hidrogénio com sinal
emd 4,33 ppm em virtude da presenca de um heteroadg@minal a este, que se encontrara
preferencialmente em equatorial, devido a preseéecaetilas no mesmo anel em posi¢cdes
intercaladas (o) a este. Pode-se verificar a partir deste singblamentos axial-equatorial
com os hidrogénio vicinais de 1,53 e 1,78 ppm e&tnde do valor del ser de 3,8 Hz para
estes, estando estes entdo em configuracdo e@liamyd, segundo a perspectiva adotada,

sendo classificados com configuraga@para frente do plano), enquanto os seus hidrogéni
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geminais, respectivamente dégual a 1,98 e 2,47 ppm séo axiais, sendo cleagdis coma.
(para tras do plano).

O espectro ainda apresenta quatro sinais referansagyletos cond de 5,70; 1,78;
1,47 e 1,27 ppm; sendo o primeiro destes, deviddeatocamento, possivelmente pertencente
a um alceno.

O espectro de carbono apresenta os sinaisécdm 26,8; 27,4 e 30,9 ppm que séao
caracteristicos de metilas (5-30 ppm), os sinais coih de 66,8 e 86,9 ppm que sao
caracteristicos de carbono ligado a heteroat@n@b{90 ppm), assim como o0s sindié5,5 e
47,2 ppm que sao caracteristicos de metileno (J54#fresenta ainda o sinal de36,0 ppm
gue esta dentro da faixa de carbono quaternd3®{40 ppm), o sinal d& 113 ppm que esta
na faixa de alcen® (95-155 ppm) & 171 ppm referente a carbonila de lactona.

A comparacédo dos dados do espectro de RMIE RMN3C obtidos da amostra FDE
com dados da literatura (CONEGER®al., 2003), assim como o ion molecular obtido, por
espectrometria de massas, demonstram que a subssateda trata-se da Loliolida (Quadro
1, pagina 32).

A Loliolida ja foi isolada de outras plantas (PETTet al., 1980) e de organismos
marinhos (PETTITet al., 1980), porém é pela primeira vez descrita no pé@euroupita e
na familia Lecythidaceae. Algumas das atividadedogicas citadas na literatura para a
Loliolida incluem atividade como repelente de fayas (OKUNADE & WIEMER, 1985),
inibidora de germinacédo (CONEGER®Dal., 2003), imunossupressora (OKADRAal., 1994)

e citotoxica contra carcinoma humano de nasofarifi{®) e leucemia linféide (P388)
(CONEGEROet al., 2003 e PETTIet al., 1980).

Sua biossintese € atribuida a oxidacdo de cesenoides, entretanto ela pode

pertencer ao metabolismo normal da planta como aulaléviossintetizada (PETTI& al.,

1980).
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5.1.1. Espectros de RMNH da amostra FDE:

'—\

H
I
oy
o

HO////II,

fu JMW

Espectro 1-Espectro de RMN d&H (300 MHz) de FDE em CDEIEm 1,0 e 4,2 ppm tem-se sinal de solvente

Hs

| [
4.250 4.200 4.150 4.100

4.400 4.350 4.300

Espectro 2-Expansao da regido d€ppm) 4,10 — 4,45 do espectro de RMN(300
MHz) de FDE em CDGlI
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H-

o

I I I I I
6.00 5.50 5.00 4.50 4.00
ppm (f1)

Espectro 3-Expansdo da regido ée(ppm) 4,00 — 6,00 do espectro de RMN (300 MHz
de FDE em CDG.

H4oc

Hoq Hog

\ \ \
2.50 2.00 1.50
ppm (f1)

Espectro 4-Expansdo da regido ée(ppm) 1,20 — 2,60 do espectro de RV (300 MHz
de FDE em CDG.
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5.1.2. Espectros de RMN3C da amostra FDE:

«— {
4_

&7 Ci1

\ \ ‘ \ ‘ \ ‘ \ \
250 200 150 100 50 0
ppm (f1)

Espectro & Espectro de RMN®C (75 MHz) de FDE em CDglcom atenuacéo suficiel
para verificar sinai
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5.1.3. Cromatograma e Espectro de Massas da AmostRDE de Folhas deCouroupita

guianensis:

TIC: AN9775.D
Abundance

600000 -
550000
500000 -
450000
400000 7
350000 -
300000 -
250000 -
200000
150000
100000

50000 -
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L LA E s e e e e e L e e s e e S s s
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Cromatograma 1- Cromatograma de ions totais da amostra FDE desfale&ouroupita
guianensis.

Scan 1527 (22.472 min): AN9775.D
Abundance
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196

5000 ‘
L. |
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nv z—=

Espectro 6-Espectro de massas da amostra FDE de folh@suteupita guianensis.
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5.2. 6,12-diidro-6,12-dioxoindol [2,1-b]quinazolina (Triptantrina):

A partichio em acetato de etila forneceu, apos sivess purificacdes por
cromatografias em coluna de gel de silica (Esquénpg. 17), uma substancia amarela com
cristais em agulhas, nas fracbes 25-40 da colunaGFduncdo FAFGC). Insolivel em
hexano e totalmente soltvel em cloroférmio e aoedat etila, a substancia sofreu purificacéo
primeiramente por cromatografia em coluna de gdilitn e posteriormente por processo de
filtracdo. A cromatografia com fase gasosa (Crogi@ma 2, pag. 54) evidencia a pureza
dessa amostra. Seu espectro de massas (Especpagl®4) mostrou um sinal emiz 248
relativo a um ion molecular compativel com a féan@sHsN,O,. A andlise dos dados

espectrométricos de RMN dil e **C permitiu sugerir para a substancia a seguintatesa:

Figura 7: Triptantrina

O espectro de RMNH de FAFGC em CDGI(Espectro 9, pag. 45) mostra a presenca
de sinais relativos aos 8 hidrogénios aromaticosstlaiturad 7,43 @dd, J 0,74 , 7,68 e 7,68
Hz, He), 7,68 €ldd, J 1,10, 7,17 e 7,50 Hz,H, 7,77 €dd, J 1,19, 7,68 e 8,19 Hz,d) 7,84
(ddd, J 1,10, 8,02 e 8,19 Hz,d), 7,92 (dd, J 0,50, 0,85 e 7,58 Hz, A 8,04 ¢dd, J 0,50,

0,85 e 8,19 Hz, k), 8,45 (dd, J 0,34, 1,19 e 7,68 Hz, ), 8,63 €, J 8,19 Hz, H). A
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atribuicdo dos sinais de hidrogénio foram feitas gmmparagdo com os valores encontrados
na literatura para a Triptantrina (RMN, 500 MHz, CDGJ) (GEORGEet al., 1996) (Quadro
2, pag. 40).

O espectro de RMN’C de FAFGC em CDGI(Espectros 10 e 11, pag. 46) apresenta
um total de 15 sinais de carbono, compativel castaitura proposta. Os sinais relativos aos
carbonos aromaticos sé®:123,9 (@); 127,7 (G); 130,4 (G); 130,9 (G); 135,3 (G) e
146,5 (G+) para um dos anéisdel18,2 (G); 122,1 (Gy); 125,6 (G); 127,7 (G); 138,5 (G) e
144,5 (G, para o outro anel, e os sinais relativos as céldsosédo:d 158,3 (G) e 182,8
(Cs). A atribuicdo dos sinais de carbono foram feip@s comparacdo com o0s valores
encontrados na literatura para a Triptantrina (RMG, 150 MHz, DMSO-RQ) (HOSOEet

al., 1999) (Quadro 2, pag.40).

Quadro 2: Dados espectométrico de RMN da substancia FAF@&Cde
Triptantrina obtidos na literatura (GEORGEaAl., 1996 e HOSOI&t al., 1999).

Triptantrina Substancia FAFGC
#C|5°C| &'H (mult.,JemHz) |[8*°C| & 'H (mult.,J em Hz)
1 - - - -
2 |146,4 - 146,8 -
3 (182,4 - 182,8 -
3a|122,2 - 122,1 -
4 1124,77,91 ddd; 0,58; 1,29; 7,58)125,6| 7,92 ddd; 0,50; 0,85; 7,58)
5 1126,8 7,43 @ddd; 0,80; 7,56; 7,56)127,4/ 7,43 (@dd; 0,74; 7,68; 7,68)
6 |137,77,79 @dd; 1,30; 7,56; 8,10)138,5| 7,77 @ddd; 1,19; 7,68; 8,19)
7 1117,0 8,62 (; 8,11) 118,2 8,63 (; 8,19)
7a|144,9 - 1445 B
1’ - - - -
2’ |157,6 - 158,3 -
3 1123,2 - 123,9 -
3'a

4’ 1126,9/ 8,43 (ddd; 0,30, 1,50, 7,90)127,8 8,45 (ddd; 0,34, 1,19, 7,68
5’ |129,8/7,67 (ddd; 1,10; 7,09, 8,50)130,4| 7,68 @ddd; 1,10, 7,50; 7,17
6’ 1135,1 7,85 @ddd; 1,50, 8,05; 8,10)135,3/ 7,84 @ddd; 1,19, 8,02; 8,19
7’ 1129,8/8,03 @ddd; 0,40, 1,00; 8,10)130,9 8,04 @dd; 0,50, 0,85; 8,19
7'a|145,9 - 146,5 -

g8 | - - - -

N N’ N N’
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CG/EM (Triptantrina): TR/min: 36,899
EM-El m/z (%): 248 [M]* (100,0); 220 (30,4); 192 (22,3); 178 (3,6); 16£L)6144

(5,4); 124 (6,2); 102 (13,8); 90 (12,9); 76 (23£3;(12,5); 50 (17,4); 44 (4,5).

O espectro 2D de HMQC (Heteronuclear Multiple-QuanCoherence) (Espectros 7
e 8, pag. 43) juntamente com o Quadro 3 e a Fi§ui@ég., 44), mostram a relagdo entre
carbonos e hidrogénios diretamente ligados, teedoit® carbonos, ligados cada um a um
hidrogénio, totalizando oito hidrogénios.

O espectro de RMNH (Espectro 9, pag. 45) demonstra a presenca ueitantde
hidrogénios arométicos, em virtude destes estaeefaixa de deslocamento quimico eridre
6,00-9,00 ppm, sendo que o deslocamento de quiaais $ 8,63; 8,45; 8,04 e 7,92 ppm),
sugere a presenca de heteroatomos, proximos aogéitbos.

O espectro de RMRC (Espectros 10 e 11, pag. 46) demonstra a presengainze
carbonos sendo que treze desses apresentammanfasxa de deslocamento de carbono
aromatico,5 100-150 ppm, enquanto dois apresentam-se maiscddsls § 158,3 e 182,4
ppm), sugerindo a ligacdo direta a heteroatomos.

O espectro 2D de HMBC (Heteronuclear Multiple B&wirelation) (Espectros 12 e
13, pag. 47) que determina a relagdo de carboridregénio a longa distancia (minimo de
duas ligac6es), que estd demosntrado no Quadra4gura 9 (pag., 48).

Os espectros 2D de COSY (Cooler Synchrotron) (Especld e 15, pag. 49),
juntamente com o Quadro 5 e a Figura 10 (pag., &OOESY (Nuclear Overhause Effect
Spectroscopy) (Espectros 16 e 17, pag. 51), jumtar@m o Quadro 6 e a Figura 11 (pag.,
52), que determinam a relagao respectivamenteg @idrogénios, e hidrogénios que estejam
proximos, mostram as relacdes entre os hidrogéfio®’, 6' e 7', e relagdo entre 0s
hidrogénios 4, 5, 6 e 7, sugerindo distancia exgses grupos de quatro hidrogénios.
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O espectro de DEPT 135 (Distortionless Enhancerbgnfolarization Transfer)
(Espectro 18, pag. 53) indica oito sinais como sedeé CH ou Chl com mesmos
deslocamentos quimicos que os sinais de carbonapresentam relacdo com os hidrogénios
demonstrados no espectro HMQC.

A comparacdo dos dados do espectro de RMNe RMN *°C obtidos da amostra
FAFGC com dados da literatura (GEOR@El., 1996 e HOSOEt al., 1999), assim como
os demais dados espectroscopicos e 0 ion moleaimlo, por espectrometria de massas,
demonstram que a substancia isolada trata-se plaftrina.

A Triptantrina ja foi isolada de outras planta\{Z et al., 2001) inclusive da propria
espécie estudada nessa dissertacdo, tendo siddaisids frutos (BERGMAN al., 1995),
porém € pela primeira vez descrita nas folhas desgetcie. Algumas das atividades
biol6gicas citadas na literatura para a Triptaatiicluem atividade antiinflamatoria inibindo
a COX-2 (MICALLEFet al., 2002; DANZet al., 2001 e 2002; ISHIHARAet al., 2000) e a
5-lipoxigenase (OBERTHURet al., 2005), antimicrobiana (BERGMANet al., 1995),
possivel antifingico (HOSOIgt al., 1999); assim como esta substancia e seus desivado
apresentam atividades de agonistas do receptarchidioneto de arila (SCHREN# al.,
1997), atividade antileishmaniose (BHATTACHARJE& al., 2002) e candidato a

antimalarico (BHATTACHARJEEet al., 2004).
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5.2.1. Espectros 2D de HM QC, quadro e estrutura da amostra FAFGC:

0

S S—

5.0
ppm (f2)

Espectro 7- Espectro 2D de HMQC, de FAFGC em CRCI

\ \ \ \
8.50 8.00 7.50 7.00
ppm (f2)

Espectro 8- Ampliagdo do espectro 2D de HMQC, de FAFGC em GDCI
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Quadro 3: Relacao entre carbonos e hidrogénios medianscesp?2D de HMQC, de

FAFGC.

Posicao do C§(ppm)| Posicdo do HY ppm)
4 (125,6) 4 (7,92)
5 (127,7) 5 (7,43)
6 (138,5) 6 (7,77)
7 (118,2) 7(8,63)
4 (127,7) 4’ (8,45)
5’ (130,4) 5’ (7,68)
6’ (135,3) 6’ (7,84)
7' (130,9) 7' (8,04)
7

Figura 8. Relacdo entre carbonos e hidrogénios mediantecesp2D de HMQC, c

FAFGC.
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5.2.2. Espectros de RMNH da amostra FAFGC:

Triptantrina

Ha
Hg'
Hs
H-; v
Hy Hs
7 He 5 l

ppm (f1)

Espectro 9— Espectro de RMN dé&H (300 MHz) de FAFGC em CDgé expansao |
regido ded (ppm) 7,4- 8,7
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5.2.4. Espectros 2D de HMBC, quadro e estrutura da amostra FAFGC:

" f. o 90”5 mﬁ
R
et f
(& "Wt
q 150
pm
ppm 8 b‘:‘/'“”“":)“‘ “‘f““ 4‘ 3 “‘L““‘ 1
Espectro 12- Espectro 2D de HMBC, de FAFGC em CRCI
‘ 120
m 0
~140
|
|
| i [
;160
A 180
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ppm 8.6 8.4 ‘ 8.2 8.0 £i8

Espectro 13- Ampliacéo do espectro 2D de HMBC, de FAFGC em GDCI
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Quadro 4: Relacao entre carbono e hidrogénios mediantetsp2D de HMBC, de FAFGC.

Posicao do CPosicao do H
2 4
3 4
3a 5
4 5,6
5 7
6 -
7 5
7a -
2’ -
3 5’
4 -
5 7’
6’ 4
7 5’

7'a -

Figura 9: Relacdo entre carbono e hidrogénio mediante &sp2b de HVBC, d
FAFGC.
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5.2.5. Egpectros 2D de COSY, quadro e estrutura da amostra FAFGC

0

' =
¢ i
‘ 5.0
oW ! — 10.0
ah |[l1?;"1": T
" i Mm r
[ ppm (f1

5.0 0.0

ppm (f2)

Espectro 14- Espectro 2D de COSY, de FAFGC em CPCI

0
D L 1050
¢ 300 E

\ \ \ \
8.50 8.00 7.50 7.00
ppm (f2)

Espectro 15- Ampliacdo do espectro 2D de COSY, de FAFGC em GDCI
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Quadro 5: Relacao entre hidrogénios mediante espectro 20QeY, de FAFGC.

Posicao dos H de ReferéncRosi¢cédo do H

4 5

5 4,6

6 57

7 6

4 5,6

5 4,6,7

6’ 7’

7 5,6

Figura 10: Relacao entre hidrogénios mediante espectro 20QeY, de FAFGC.
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5.2.6. Espectros 2D de NOESY, quadro e estrutura da amostra FAFGC:

0

WWWWW\WW ety A

=

5.0
ppm (f2)

Espectro 16- Espectro 2D de NOESY, de FAFGC em CPCI
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:

A L

v O q
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8.50 8.00 7.50

ppm (f2)

Espectro 17- Ampliacdo do espectro 2D de NOESY, de FAFGC em IgDC
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Quadro 6: Relacao entre hidrogénios mediante espectro 2RQIeSY, de FAFGC.

Posicao dos H de ReferéncRosi¢cédo do H

4 5

5 4,6

6 57

7 6

4 5,6

5 4,6,7

6’ 7’

7 5,6

Figura 11: Relacdo entre hidrogénios mediante espectro 2DNO&ESY, d
FAFGC
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5.2.7. Espectros de DEPT da amostra FAFGC:

Cy

«— 9

o Lo Lo Lo Lo Lo
150 140 130 120 110 100
ppm(f1)

Espectro 18- Espectro de DEPT de FAFGC em CRGtom atenuacao suficiente f
verificar sinais
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5.2.8. Cromatograma e Espectro de Massas da AmostrBAFCG de Folhas de
Couroupita guianensis:

TIC: AN9774.D
Abundance

70000
60000
50000
40000
30000 -
20000 -

10000 -
m A, ity WY A ot h
[o) . ; ; ; -, 7

T T T T A P L L e e e e e L
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Cromatograma 2— Cromatograma da amostra FAGC de folha€addr oupita guianensis.

Scan 2660 (36.899 min): AN9774.D
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Espectro 19-Espectro de massas da amostra FAGC de folh@sweupita guianensis.
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5.3. 4-alil-2-metoxi-fenol (Eugenol):

A particdo em hexano das flores forneceu, apdsssives cromatografias em coluna
de gel de silica (Esquema 5, pag. 19), uma sulistésleosa de cor laranja e odor
caracteristico nas fracbes 14-15 da coluna FLH@¢ca FLHCA). Solavel em hexano e
cloroformio passou por purificacdo cromatograficen e€oluna de gel de silica. A
cromatografia com fase gasosa (Cromatograma 3,82cevidencia o grau de pureza dessa
amostra. Seu espectro de massas (Espectro 2&3)anostrou um sinal em/z 164 relativo
a um ion molecular compativel com a formula¢Hz,O,. A andlise dos dados

espectrométricos de RMN dil e **C permitiu sugerir para a substancia a seguintatesa:

=

HO

Figura 12: Eugenol

O espectro de RMRH de FLHCA em CDGI (Espectros 20, 21, 22, 23 e 24, pag. 58,
59 e 60) mostra a presenca de sinais relativos3dugdrogénios aromaticos da estrutuia:
6,67 Quint.; J 6,50; 3,58; 3,41; 1,71 Hz,5} 6,82 (H), 6,86 (H), a 1 metilad 3,87 €, Hig), a
3 hidrogénios olefinicosy 5,02 ¢; J 1,19 Hz, H), 5,09 @dd; J 3,41; 3,24; 1,71; 1,19 Hz,
Hoy), 5,95 @dt; J 6,66; 6,50; 3,58; 3,41;3,24 Hzgkldois hidrogénios metilénic@s3,32 (, J
6,66 Hz, H) e um hidrogénio referente a hidroxia5,49 €). A atribuicdo dos sinais de

hidrogénio foi feita por comparacdo com os val@esontrados na literatura para o eugenol
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(RMN 'H, CDCE, 90 MHz) (SAITO, AIST - Spectral Database for QrigaCompounds,
SDBS) (Quadro 7, pag. 56).

O espectro de RMN’C de FLHCA (Espectro 25, pag. 61) apresenta um tetd 0
sinais de carbono. Os sinais relativos aos carbanomaticos sdod 114,46 (G); 115,49
(Ce); 121,26 (G); 131,94 (G); 144,03 (G) e 146,6 (Q) e os sinais relativos a ligacao dupla
emd 111,19/137,97 (CH=CH). A atribuicdo dos sinais de carbono foi feita pomparacao
com os valores encontrados na literatura para erellgRMN*3C, CDCE, 15 MHz) (SAITO,

AIST - Spectral Database for Organic Compounds, SQOBuadro 7, pag.56).

Quadro 7: Dados espectrais de RMN da Substancia FLHCA, Eugd@nol obtido
na literatura (SAITO, AIST - Spectral Database@wganic Compounds, SDBS).

Eugeno| Substancia Eugenol Substancia FLHCA

#C| §5'°C § 1°C #H | §H 8 'H (mult. J em Hz)

1| 144,03| 143,98| 1(OH) 5,53 5,49 ¢

2 | 146,60 146,39 2 - -

3| 114,46| 114,33 3 6,66 6,82

4 | 131,94 132,00 4 - -

5| 121,26/ 121,14 5 6,67 6,6qu(nt.; 3,58; 3,41; 1,71)
6 | 115,49| 115,69 6 6,82 6,86

7 | 36,92 40,11 7 3,29 3,38;(6,66)

8 | 137,91| 137,97 8 591 5,98d(; 6,66; 3,58; 3,41;3,24)
9| 111,28| 111,19 9a 5,04 502%,19)

- - - 9b 5,06 5,09ddd; 3,41; 3,24; 1,71; 1,19)
10| 55,84 56,13 10 3,81 3,89 (

CG/EM (Eugenol): TR/min: 29,526
EM-EIl m/z (%): 164 [M]* (2,7); 150 (4,5); 135 (5,8); 123 (6,7); 109 (18F (41,5);

81 (71,4); 67 (99,1); 55 (72,3); 41 (100,0).
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O espectro de RMNH apresenta quatro singletos cén®,82; 6,86 ppm que estdo
dentro da faixa de hidrogénios aromatic®$,00-9,00 ppm), um code 5,49 ppm referente
a deslocamento de hidrogénio de hidroxia 87 ppm que pela intensidade e deslocamento
do sinal, sugere ser uma metila ligada a heteraatom

Os sinais end 5,95; 5,09 e 5,02 ppm sugerem serem hidrogénfeserges a olefina
(6 4,5-7,5 ppm), onde pelbde 1,19 Hz os sinais @5,02 e 5,09 ppm seriam geminais.

O sinal comd de 6,67 ppm, que esta na faixa de hidrogénio aicanapresenta dois
acoplamentosJ(de 3,58 e 3,41 Hz) com o sinal &&,95 ppm, que por acoplamentb6(66
Hz) interage com o sinal edn3,32.

Os sinais cond de 146,39; 143,98; 137,97, 132,00; 115,69; 114123,14 e 111,19
ppm sdo caracteristicos de alcerto8%-155 ppm).

O sinal ded 56,13 ppm estd dentro da faixa de metila ligattetaroatomo § 55-65
ppm) e o sinal dé 40,11 ppm esta na faixa de metilénd5-50 ppm.

A comparacdo dos dados do espectro de RMM: RMN *°C obtidos da amostra FLHCA
com dados da literatura (SAITO, AIST - Spectraldbaise for Organic Compounds, SDBS),
assim como o ion molecular obtido, por espectrdmete massas, demonstram que a
substancia isolada, trata-se do Eugenol.

O Eugenol ja foi isolada de outras plantas e tarnaado na espécie estudada (WONG

& TIE, 1995; ANDRADEEt al., 2000), porém ¢é pela primeira vez isolado nessa.
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5.3.1. Espectros de RMNH da amostra FLHCA:

_LJM_JWMM

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0
ppm (f1)

Espectro 20- Espectro de RMN d*H (300 MHz) de FLHCA em CD.

HlO

T T T T T T T T T T R T
4.00 3.90 3.80 3.70 3.60 3.50 3.40 3.30
ppm (f1)

Espectro 21-Expansao da regido dgppm) 3,3 — 4,0 do espectro de RMAI (300 MHz) di
FLHCA em CDC4.
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H96

Hy Hok

| ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ |
pp;‘G(fol) 5.50 5.40 5.30 5.20 5.10 5.00

Espectro 22-Expansao da regido d€ppm) 5,0 — 5,6 do espectro de RM#I (300MHz) de
FLHCA em CDC:.

‘ | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ |
6.050 6.000 5.950 5.900 5.850
ppm (f1)

Espectro 23-Expanséo da regido égppm) 5,85 - 6,05 do espectro de RM# (300 MHz
de FLHCA em CDG.
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Hs Hs

He

6.900 6.850 6.800 6.750 6.700 6.650 6.600
ppm (f1)

Espectro 24-Expansao da regido d€ppm) 6,6 — 6,9 do espectro de RMHI (300 MHz) di
FLHCA em CDC:.
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5.3.2. Espectrosde RMN *C da amostra FLHCA:

C Cs ICg C1 C
A ro

e~

100 50

|

ppm (f1)

Espectro 25- Expansdo da regido ée(ppm) 40 — 150 do espectro de RMIC (300 MHz
de FLHCA em CDG.
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5.3.3. Cromatograma e Espectro de Massas da AmostreLHCA de Flores de
Couroupita guianensis:

TIC: AN9777.D
Abundance

200000 -
150000 4

100000 1

50000 - k

. 0 e ] e ‘ i T B
Time—="" 500 10.00 15.00 20.00 2500 30.00 3500 40.00 4500 50.00 55.00

Cromatograma 3 — Cromatograma da amostra FLHCA de flores @euroupita
guianensis.

Scan 2081 (29.526 min): AN9777.D
Abundance
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Espectro 26-Espectro de massas da amostra FLHCA de flor€odeoupita guianensis.
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5.4. 24-¢til-50-colesta-7,22-dieno:

A particdo em hexano das flores forneceu, aposatmgrafia em coluna de gel de
silica (Esquema 6, pag. 20), uma substancia anstalbm cristais aciculares ligeiramente
acinzentados, na fracdo 16. Insoluvel em hexanatadnente solivel em acetato de etila e
cloroformio (fornecendo solugcdo violeta escura), a substan@érews purificagdo
primeiramente por cromatografia em coluna de gedilitta e posteriormente por sucessivas
recristalizacées. A cromatografia com fase gas@anfatograma 4, pag. 72) evidencia o
grau de pureza dessa amostra. Seu espectro desniaspactro 36, pag. 72) mostrou um
sinal em m/z 412 relativo a um ion molecular corphitom a formula gH4sO. A analise
dos dados espectrométricos de RMNIdee *C permitiu sugerir para a substancia a seguinte

estrutura:

Figura 13: 24-etil-5x-colesta-7,22-dieno.

O espectro de RMNH de FLHE em CDGI (Espectros 27, 28 e 29, pag. 67 e 68)

mostra a presenca de sinais relativos a 6 medila@s6 (3H,s, Hig), 0,80 €, J 7,0 Hz, Hg),
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0,81 (3H,s, Hig), 0,81 ¢, J 6,5 Hz, Ho), 0,85 €I, J 6,5 Hz, H7), 1,03 ¢, J 6,7 Hz, B1), a 3

hidrogénios olefinicosy 5,02 @d, J 7,9 e 15,3 Hz, k), 5,17 €d, J 8,2 e 14,2 Hz b}), 5,11

(m, H7) e ainda um multipleto et3,60 relativo ao hidrogénio carbindlicogH

Com base nos dados obtidos de RMNHIELHE demonstra ter a estrutura de um 24-

etil-5a-colesta-7,22-dieno. Sdo conhecidas duas substamestas condicdes, sendo epimeros

em G4, Chondrillasterol e Espinasterol.

Chondrillasterol

Espinasterol

= [TTIED

HO

HO

H

Figura 14: Espinasterol e Chondrillasterol.

A comparacdo dos dados espectrométricos de RNIe FLHE com os das duas

substancias encontradas na literatura (RMINCDCk, 270 MHz) (SUCROW&t al., 1976)

encontra-se no Quadro 8 (pag., 65).
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Quadro 8: Dados espectrais de RMN da Substéd FLHE, do Espinasterol e
Chondrillasterol obtidos na literatura (SUCRG¥A., 1976 e FURUY Aet al, 1990).

Espinasterol Chondrillastero] Substancia
#H | 8 BC | 8§ H(Mult. JemHz) | § B¥C | 6 *H(mult.Jem Hz)| § 1°C | & *H(mult.J em Hz)
1 | 36,8 36,8 37,2
2 | 275 27,5 31,6
3 | 73,5 73,5 71,2 3,60n]
4 | 33,8 33,8 38,1
5 40,1 40,1 40,4
6 | 29,5 29,5 29,7
7 |117,3 117,3 117,6 5,11 n)
8 |139,5 139,5 139,6
9 | 49,3 49,3 49,6
10 | 34,2 34,2 34,3
11 | 21,5 21,5 21,%
12 | 39,4 39,4 39,6
13 | 43,3 43,3 43,4
14 | 55,1 55,1 55,2
15 | 23,0 23,0 23,1
16 | 28,5 28,4 28,6
17 | 55,9 55,9 56,(
18 | 12,1 0,559) 12,1 0,54 9% 12,1 0,56 %)
19 | 13,0 0,819 13,0 0,819 13,1 0,819
20 | 40,8 40,8 40,9
21 | 21,1 1,03d; 6,6) 21,0 1,03d; 6,5) 21,2 1,03d; 6,7)
22 |138,1 138,1 138,2| 5,02 @dd; 7,9; 15,3)
23 | 129,4 129,4 129,5| 5,17 dd; 8,2; 14,2)
24 | 51,2 51,2 51,3
25 | 31,9 31,9 32,(
26 | 215 0,80d; 7,0) 19,0 0,79¢; 7,0) 21,6 0,80q; 7,0)
27 | 19,0 0,85d; 6,5) 21,5 0,84d; 6,5) 19,1 0,85¢; 6,5)
28 | 25,4 25,4 25,%
29 | 12,3 0,81t( 6,5) 12,5 0,81t(7,2) 12,3 0,81t( 6,5)

CG/EM (Espinasterol): TR/min: 47,074
EM-El m/z (%): 412 [M]* (16,2); 397 (5,2); 369 (5,2); 351 (2,9); 327 (1300 (9,0);
271 (6,9); 246 (10,5); 213 (9,5); 187 (4,8); 1735]9147 (17,6); 119 (17,6); 107

(37,1); 81 (64,8); 55 (100); 43 (96,2).

65



RESULTADOS E DISCUSSAO

O espectro de RMNC de FLHE (Espectros 30, 31, 32, 33, 34 e 35 pag76 e 71)
apresenta um total de 29 sinais de carbono. Os sglativos as duas ligacées duplasd&m
117,6/139,6 (CH=C) e 129,5/138,2 (CH=CH) estdoa#dn ao esperado para um esterdide
tetraciclico, perfazendo um total de 6 insaturac@esnpativel com a férmula molecular
CooH4g0. A atribuicdo dos sinais de carbono foi feita mmmparacdo com os valores
encontrados na literatura para o Espinasterol @andillasterol (Quadro 8, pag 66RMN
13C, CDC, 67,5 MHz) (FURUYAet al., 1990).

A comparacdo dos dados do espectro de RMNe RMN **C obtidos da amostra
FLHE com dados da literatura (SUCRO® al., 1976 e FURUYAet al., 1990), o ion
molecular obtido, por espectrometria de massasmmassmo a analise da estrutura do
Espinasterol e do Chondrillasterol, que apresentacéo Otica no carbono 24, demonstram
gue a substancia isolada ndo pode ser caractepedos dados obtidos, podendo-se afirmar
somente quanto ao seu esqueleto, que é o 24xetiblesta-7,22-dieno,

Este esqueleto ja foi isolado de outras plantasérp é pela primeira vez descrito

nessa espécie.
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5.4.1. Espectros de RMNH da amostra FLHE:

J JM LN Wl

o oo oo oy oy o o Lo
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.C
ppm (f1)

Espectro 27— Espectro de RMN d*H (300 MHz) de FLHE em CDb.

Has

5.50 5.40 5.30 5.20 5.10 5.00 4.90
ppm (f1)

Espectro 28-Expansao da regido dgppm) 4,90 — 5,50 do espectro de RMN(300 MHZ
de FLHE em CDG.
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Hio

Ha7
His

N
l Hag 226

\ \ \
1.50 1.00 0.50
ppm (1)

Espectro 29-Expansao da regido dgppm) 0,50 — 1,50 do espectro de RMN(300 MHZ
de FLHE em CDG.
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5.4.2. Espectros de RMN3C da amostra FLHE:

\ \
100 50
ppm (f1)

Espectro 30- Espectro de RMN d**C (75 MHz) deFLHE em CDCa.

Cis

ppm (f1)

Espectro 31-Expansdo da regido ée(ppm) 9,0 — 16,0 do espectro de RNAC (75 MHz
de FLHE em CDG.

69



RESULTADOS E DISCUSSAO

Cu1

ng C26
Cis \ l Ca1
/ !

26.0 25.0 24.0 230 22.0 21.0 20.0 19.0
ppm (f1)

Espectro 32-Expansédo da regido dgjppm) 19,0 — 26,0 do espectro de RV (75 MHz
de FLHE em CDG.

C C
10 2 Cus

35.0 34.0 33.0 32.0 31.0 300 29.0 28.0
ppm (f1)

Espectro 33-Expanséo da regido dg(ppm) 28,0 — 35,0 do espectro de RN (75 MHz
deFLHE em CDCGs.
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Ciz

440 43.0 420 41.0 40.0 39.0 38.0 37.0
ppm (f1)

Espectro 34-Expansédo da regido dgppm) 37,0 — 44,0 do espectro de RV (75 MHz
de FLHE em CDG.

Cs Coa

.

AT

\ \ \ \ \
70.0 65.0 50.0 55.0 50.0
ppm (f1)

Espectro 35-Expansédo da regido dgppm) 48,0 — 53,0 do espectro de RV (75 MHz
de FLHE em CDG.
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5.4.3. Cromatograma e Espectro de Massas da AmostFdHE de Flores deCouroupita
guianensis:

TIC: AN9776.D
Abundance

200000
150000 -
100000 -|

50000 +

S~

O I : = Lo, MKM

B A [ B e S et L B
500 10.00 1500 20.00 2500 30.00 35.00 40.00 4500 50.00 55.00

Time-—>

Cromatograma 4— Cromatograma da amostra FLHE de flore€deroupita guianenss.

Scan 3459 (47.074 min): AN9776.D
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Espectro 36-Espectro de massas da amostra FLHE de flor€oad®upita guianensis.

72



RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5. Oleos Essenciais:

A analise dos 0leos essenciais das flore€al@oupita guianensis foi realizada por
cromatografia com fase gasosa acoplada a espettood® massas. Essa andlise permitiu a
diferenciacdo dos 6leos provenientes das pétalas &erticilos reprodutores das flores, pela
auséncia de um constituinte em quantidade detéctimecada um dos cromatogramas
(Cromatograma 5, pag. 75 e Cromatograma 6, pag. ld8ptificou-se trés substancias
majoritarias comuns a ambos os 6leos, que sdalodin o geraniol e o eugenol, com tempo
de retencéo respectivamente para o 6leo proverdast@étalas e dos verticilos reprodutores
de: TR= 14,616 e 14,618 para o linalool, TR= 20,6&®,686 para o geraniol e TR= 26,631 e
26,698 para o eugenol. Outra substancia em comunarebos os 6leos identicadas pela
andlise foi o nerol, que apresenta tempo de retethe@®1,890 e 21,923, respectivamente para
0 Oleo proveniente das pétalas e dos verticilosoteiores. A diferenca se da pela presenca
de a-terpineol (TR= 18,946) no cromatograma refererteddeo essencial das pétalas e
hexanal (TR= 3,814) referente ao 6leo essencialegilos reprodutores.

O perfil de fragmentacdo das substancias presange8éleos essenciais foi comparado
com dados presentes na biblioteca Wiley 275 e espsctros sdo mostrados a seguir. A
identificacdo dos constituintes dos Oleos essendii confirmada pela determinacdo dos
indices de retencédo de Kovats e comparacao desses literatura (ADAMS, 1995) (Quadro

9, pag. 74).
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Quadro 9: Substancias detectadas nos 6leos essenciais ek digCouroupita guianensis.

Substancia| IRK das PétalasIRK dos Verticilos Reprodutores|IRK da Literatura
Hexanal néo detectado néo calculado 800
Linalool 1094 1094 1098

a-Terpineol 1185 nao detectado 1189
Geraniol 1222 1222 1255

Nerol 1248 1249 1228
Eugenol 1350 1352 1279

IRK= indice de retencdo de Kovats.
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5.5.1. Cromatograma e Espectro de Massas do OleosEacial das Pétalas de Flores de
Couroupita guianensis.

T O T T e T e Do o i 26,831 i, e e e R G N 13106787
20.666
14.616
21.80
\.,»..... 189:6 \NL

e = e — - e e

5 10 15 20 25 30 35 40

Cromatograma 5- Cromatograma do 6leo essenciai das pétal&@odeoupita guianenss.

93

55

WLl D U
+ e e — e —

50 1607 e T, 71570 s g 5& 250 . SN 360
Espectro 3¢ Espectro de massas do linalool (massa moleculady 1
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OH

250 i T 300
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geraniol
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Espectro 3& Espectro de massas do geraniol (massa molecubbd )= 1
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|
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|
w0 w0 T Tk 200 20T a0
Espectro 3- Espectro de massas do nerol (massa molecular = 154)
OH
o\
i
77 eugenol
5 |
|
|
e T T

Espectro 4(- Espectro de massas do eugenol (massa moleculat)= 16
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5.5.2. Cromatograma e Espectro de Massas do OleosEacial do Verticilo Reprodutor
de Flores deCouroupita guianensis:

TIC 26p98 41205396

20.686

14,618

et s e e -

5 10 16 20 25 30 35 40 45

Cromatograma 6 — Cromatograma do 6leo essenciai do verticilo rept@dde Couroupita
guianensis.

hexanal

50 ' 100 ) - 150 ' "0 NPT o 300
Espectro 4~ Espectro de massas do hexanal (massa moleculdl)= 10
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OH

| ‘ linalool
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Espectro 4~ Espectro de massas do linalool (massa moleculady 1

OH
geraniol
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Espectro 4~ Espectro de massas do geraniol (massa molecubbd )= 1
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Espectro 4~ Espectro de massas do nerol (massa molecular = 154)
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Espectro 4% Espectro de massas do eugenol (massa moleculat)= 16
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5.6. Analise da Atividade Antioxidante pelo métodalo DPPH

A analise da atividade antioxidante do extrato @iem total e particbes (em hexano,
diclorometano, acetato de etilandoutanol) de folhas e folhas @®uroupita guianensis, e da
triptantrina foi realizada pelo método do DPPH. @aantrole positivo foi utilizado o extrato
padronizado deSingko biloba (EGb 76f) extraido com etanol e na proporcédo de 1:1 em
etanol. A analise foi realisada em triplicata eresultados foram expressos em porcentagem
de atividade antioxidante.

Concentracao x Atividade Antioxidante

120 4

‘_____——ﬁ—i

100 4

[ ¥

% Atividade Antioxidante

0+ : :
0 50 100 150 200 250

Concentracdo emug/mL

= Butanol CE50= 8,9Lg/mL ® Acetato de Etila CE50= 6,38/mL Diclorometano CE50= 39,38g/mL
Hexano CE50= 64,7dg/mL m Etanol (Total) CE50= 19,7dg/mL = EGb 761 CE50= 38,9{g/mL

Gréfico 1: Atividade antioxidante pelo método do DPPH do axtretanolico total e das
particoes das folhas d&uroupita guianensis. O extrato padronizado dankgo biloba (EGb

761°) foi utilizado como controle positivo.

No Grafico 1estdo mostrados os valores em porcentagem referantatividade

antioxidante para os extratos provenientes dasdotta espécie estudada. A partir destes
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valores foi determinada a melhor curva e a partr efjuacdo correspondente foram
determinados os valores de 4gfa concentracdo necesséaria para se obter metadieitin

maximo antioxidante estimado em 100%).

No Quadro 10sdo apresentados os valores deoGfara o extrato etandlico total e
particoes de folhas deouroupita guianensis, assim como o valor para o extrato padronizado

de Ginkgo biloba (EGb 76%).

Quadro 10: Valores de Ck do extrato etandlico total e partices de folhasauroupita
guianensis e do extrato padronizado @inkgo biloba (EGb 76%), utilizado como controle

positivo.

Amostra CE50+ DP (ug/mL)
Particdo enm-Butanol 8,19 + 0,32
Particdo em Acetato de Etila 6,38 + 0,39
Particdo em Diclorometano 39,39+ 0,32
Particdo em Hexano 64,74 + 0,56
Extrato Etandlico Total 19,74 £ 0,57
Extrato de Ginkgo biloba (EGb 781 38,91 + 1,32

As particbes em acetato de etitmbutanol e o extrato etandlico total, apresentaram
valores de CE inferiores ao do extrato padronizado Giekgo biloba (EGb 76%), que foi
utilizado neste teste como controle positivo emtudie de sua conhecida atividade
antioxidante. A particdo em acetato de etila f@naostra que apresentou melhor atividade
antioxiodante, que comparada ao extrato padronizdeldGinkgo biloba (EGb 76%),
apresenta uma atividade aproximadamente seis wemes, seguida da particdo enbutanol
gue apresenta atividade aproximadamente cinco veaies e do extrato etandlico total, que
devido a grande atividade das particOes anteridematadas apresenta atividade duas vezes

maior. Entretanto a particdo em diclorometano @mtesatividade aproximadamente igual a
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do extrato padronizado d8inkgo biloba (EGb 76f) e a particio em hexano apresenta

atividade aproximadamente 1,5 vezes menor.

Concentragao x Atividade Antioxidante

120 4

100 4

80 ~

60 -

40 ~

% Atividade Antioxidante

20

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentracdo emug/mL

= Butanol CE50= 34,6Qg/mL ® Acetato de Etila CE50=12,4¢g/mL  Diclorometano CE50= 33,8%3/mL
Hexano CE50= 312,04g/mL ® Etanol (Total) CE50=22,96g/mL ® EGb 761 CE50= 38,91g/mL

Gréfico 2: Atividade antioxidante pelo método do DPPH do axtretanolico total e das
particoes das flores déouroupita guianensis. O extrato padronizado dankgo biloba (EGb

761°) foi utilizado como controle positivo.

No Gréfico 2 estdo mostrados os valores em pagem referentes a
atividade antioxidante para os extratos provengedses flores da espécie estudada. A partir
destes valores foi determinada a melhor curva arér gla equacao correspondente foram
determinados os valores de 4gfa concentracdo necesséaria para se obter metadieitin

maximo antioxidante estimado em 100%).
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No Quadro 11sdo apresentados os valores deoGfara o extrato etandlico total e
particoes das flores dgouroupita guianensis, assim como o valor para o extrato padronizado

de Ginkgo biloba (EGb 76%).

Quadro 11: Valores de CEk do extrato etandlico total e particdes@irroupita guianensis e

do extrato padronizado @inkgo biloba (EGb 76%), utilizado como controle positivo.

Amostra CE50+ DP (ug/mL)
Particdo enm-Butanol 34,6 + 0,54
Particdo em Acetato de Etila 12,74 £ 0,47
Particdo em Diclorometano 33,82 +3,01
Particdo em Hexano 312,04 +2,4
Extrato Etandlico Total 22,96 + 0,78
Extrato de Ginkgo biloba (EGb 78] 38,91 £ 1,32

As particdes enm-butanol, acetato de etila, diclorometno e o eatettindlico total,
apresentaram valores de 4glhferiores ao do extrato padronizado @ekgo biloba (EGb
761%), que foi utilizado neste teste como controle fpasiem virtude de sua conhecida
atividade antioxidante. A particAo em acetato da & a amostra que apresentou melhor
atividade antioxiodante, que comparada ao extradrogmizado deGinkgo biloba (EGb
761°), apresenta uma atividade aproximadamente tréssvemior, seguida da amostra do
extrato etandlico total que apresenta atividadev&ézés maior, as amostras das particoes em
diclorometano en-butanol apresentaram atividades aproximadamentaisiga amostra do
extrato controle. Entretanto a particdo em hexgwesenta atividade aproximadamente oito
vezes menor, que a amostra do extrato controle.

Estes resultados sugerem a presenca de subst@oeidsras de radicais hidrogénio
nas particbes mais polares, provavelmente devgl@senca de substancias com grupamentos
hidroxila (fendlicas ou nado), disponiveis para deadical hidrogénio a molécula oxidante
(SILVA, 2005; MENSOR,2001).
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No Grafico 3estdo mostrados os valores em porcentagem referanttividade
antioxidante a triptantrina. A partir destes vadoi@ determinada a melhor curva e a partir da
equacao correspondente foram determinados os sallereCk, (a concentracdo necessaria
para se obter metade do efeito maximo antioxidestinado em 100%).

Concentracao x Atividade Antioxidante

120 4

100 +

80 ~

60 -

40 ~

20

o Y —— ‘ 3 ‘ ‘ ‘

0 50 100 150 200 250
Concentragdo ug/mL

# Triptantrina CE50= 2,33x10-24g/mL M EGb 761 CE50= 38,91g/mL \

Gréfico 3: Atividade antioxidante pelo método do DPPH da fanfrina. O extrato
padronizado d&inkgo biloba (EGb 76%) foi utilizado como controle positivo.

No Quadro 13 sdo apresentados os valores ggpaEa a Triptantrina, assim como o

valor para o extrato padronizado @ikgo biloba (EGb 76f).
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Quadro 13: Valores de CEky da Triptantrina e do extrato padronizaddGiekgo biloba (EGb

761°), utilizado como controle positivo.

Amostra CE50+ DP (ug/mL)

Triptantrina nao calculado
Extrato de Ginkgo biloba (EGb 78] 38,91 + 1,32

A impossibilidade de calcular o valor de &gara a Triptantrina indica que a mesma
possui baixissima atividade antioxidante, tendoase segundo membro da ressonancia
oxigénios radicalares (Figura 6), ndo tendo assimapaciadade de doar um hidrogénio

radicalar e estabilizar o elétron desemparelhatilogstrutura aromatica da Triptantrina.

Figura 6: Proposta de ressonéancia da Triptantrina.
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5.7. Determinagéo da Atividade Antinociceptiva:

Para a determinagdo da atividade antinociceptvééepca foi utilizado o método das
contor¢Bes abdominais induzidas pelo &cido acétipara atividade antinociceptiva espinhal
e supra-espinhal utilizou-se os métodos da retirdda cauda e da placa quente,
respectivamente.

Para todos os testes foram administrados por nahooextrato etandlico total e as
particoes em hexano, diclorometano, acetato da eti-butanol de folhas d€ouroupita
guianensis, nas doses de 100 mg/kg e 10 mg/kg.

Como controles positivos foram usados morfina piar sub-cutanea a 1 mg/kg e
dipirona por via oral a 1 mg/kg, para o ensaio algtar¢des abdominais induzidas pelo acido
acético e apenas morfina por via sub-cutanea a/kgnpgira 0s ensaios da retirada de cauda e

da placa quente.

5.7.1. Contorcdes Abdominais Induzidas pelo Acido &tico:

Dentre as amostras testadas na dose de 100 mggeagtgées em diclorometanone
butanol apresentaram os melhores resultados, doikinnimero de contor¢cdes abdominais,
respectivamente em 47,6 e 47,2%, em relacdo aoco@®iiQuadro XXX), enquanto na dose
de 10 mg/kg as particbes em hexano e acetato ldeaptesentaram os melhores resultados,
inibindo o niumero de contorgdes, respectivamentd 226 e 45,6% (Quadro XXX). Esses
extratos apresentam valores de inibicdo superayebservados para 0s controles positivos,
morfina (1 mg/kg) e dipirona (1 mg/kg), que possuaiicdo, respectivamente de 44,5 e

27,60 %, como mostra o Quadro 13, pagina 87.
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A amostra do extrato etandlico total, particAo eexaho e em acetato de etila
apresentaram valores de inibicdo percentual majeies as doses de 10 mg/kg que para as
doses de 100 mg/kg. Estes resultados podem secaskqd pelo fato de que em uma
concentracdo maior, a solucdo preparada ficou wsgesa, 0 que pode ter prejudicado a

absorcéao completa no aparelho gastrointestinal.

Quadro 13: Efeito do extrato etandlico total e das particées hexano, diclorometar
acetato de etila e-butanol das folhas déouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg e
mg/kg no modelo de contor¢cbes abdominais.

NUMERO DE R
TRATAMENTO DOSE (mg/kg) N INIBICAO (%)
CONTORCOES
Veiculo - 51,5+6,9 -
Morfina (S.C.) 1 28,6 +5,4* 445
Dipirona 1 37,3+1,5 27,60
10 41,5 +4,5 19,4
Etanol
100 44,0 +10,3 14,6
10 27,2 +3,2* 47.2
Hexano
100 43 +8,8 16,5
10 28 +3,5* 45,6
Acetato de Etila
100 43,3 +4,16 15,9
10 38,7+3,4 24,9
Diclorometano 100 27 +1,4* 47,6
10 41,4 +2,60 19,6
n-Butanol
100 27,2 +5,90* 47,2
P <0,05*
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Gréfico 4: Efeito do extrato etandlico total e das particGashexano, diclorometano, acet
de etila en-butanol das folhas deouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg no modelc
contorgbes abdominais.
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Gréfico 5: Efeito do extrato etandlico total e das particGashexano, diclorometano, acet
de etila en-butanol das folhas d@ouroupita guianensis em dose de 10 mg/kg no modelc
contorgbes abdominais.
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5.7.2. Teste de Retirada de Cauda:

Os resultados para o modelo de retirada de caudardéram que o extrato em etanol
e as particoes avaliadas apresentam diversosa@ssilsignificativos com excecéo da particdo
em diclorometano.

O extrato total em etanol na dose de 100 mg/kguppssos de aumento de 122,07%,
137,99%, 109,31% e 204,2%, respectivamente nosoemp 20, 80, 100 e 120 minutos.
Engquanto na dose de 10 mg/kg, apresentou pico rderda de 38,33%, 54,21%, 43,73% e
60,25%, respectivamente nos tempos de 40, 80, 120 eninutos.

A particdo em hexano na dose de 100 mg/kg apresemta picos de aumento de
298,55%, 133,07%, 144,72% e 137,26%, respectivament tempos de 20, 60, 80 e 120
minutos. J& na dose de 10 mg/kg possui picos deersomde 85,53% e 80,97%,
respectivamente nos tempos de 20 e 80 minutos.

A particdo em acetato de etila na dose de 100 napkgsenta como picos de aumento
de 114,49%, 103,62%, 102,17% e 106,52%, respedativieamos tempos de 20, 80, 100 e 120
minutos. Na dose de 10 mg/kg possui picos de aumeet100,99%, 61,08% e 75,85%,
respectivamente nos tempos de 40, 60 e 80 minutos.

A particdo em diclorometano ndao apresentou resagtadynificativos na dose de 100
mg/kg, enquanto na dose de 10 mg/kg apresentou pmmale aumento de 59,29% no tempo
de 40 minutos.

A particdo erm-butanol na dose de 100 mg/kg apresenta como ge@simento de
235,06%, 160,74%, 128,74% e 313,83%, respectivamard tempos de 20, 80, 100 e 120
minutos. Ja na dose de 10 mg/kg apresentou conos pie aumento de 71,72%, 70,15%

67,04% e 69,01%, respectivamente nos tempos d&0280 e 100 minutos.
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O extrato total em etanol e as particbes em hexaredato de etila e principalmente o

n-butanol, apresentaram na dose de 100 mg/kg dveesultados significativos em relagéo a

linha de base, e perfil melhor que o da morfinéopago do tempo.

Quadro 14: Efeito do extrato etandlico total e dparticbes em hexano, dicloromete
acetato de etila B-butanol das folhas d@ouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg e
mg/kg referente ao tempo de laténcia no modeletiada de cauc

TEMPO DE LATENCIA (SEGUNDOS)

Dose(mg/kg 20 min 40 min 60 min 80min 100 min 120 min
Veiculo - 1,87+0,37 1,94 40,53 2,04 40,45 2,10 40,45 1,86 40,39 2,29 40,45
Morfina (S.C.) 1 2,42+0,90 2,13 40,36 2,46 40,64 3,06 40,45 1,92 40,59 3,08 0,49
Etanol 100 3,70+2,21 1,89 40,49 2,52 0,48 3,96 +1,05 3,49 #1,21 5,07 +1,28*
Hexano 100 6,42 +1,51* 2,50 40,22 3,75 40,50 3,94 40,91 3,31 40,90 3,82 1,27
Acetato de Etila 100 2,96+0,87 2,63 40,55 2,52 40,52 2,81 40,23 2,79 40,37 2,85 40,63
Diclorometano 100 2,13.+0,59 4,83 40,63* 4,29 +0,25* 4,38 +0,25* 4,89 +1,67* 2,16 +0,70
n-Butanol 100 4,52 +1,80* 1,89 +0,49 2,52 40,48 3,52 40,70 3,09 +1,38 5,59 40,91*
Etanol 10 1,90+0,48 2,56 40,58 2,20 10,33 2,86 40,79 2,66 10,55 2,97 40,76
Hexano 10 3,84 +0,88* 2,70 +0,59 2,52 40,49 3,75 #,13 3,05 40,79 2,92 40,60
Acetato de Etila 10 2,63+1,05 3,65 #1,23* 2,92 +0,91 3,19 10,65 2,84 40,38 2,78 40,40
Diclorometano 10 3,08+1,06 4,24 +1,81* 2,75 40,97 3,44 40,27 3,01 +1,03 2,25 40,62
n -Butanol 10 2,79+1,12 2,76 40,55 2,28 40,63 2,71 40,62 2,74 40,90 2,59 40,73

P <0,05*

Quadro 15: Efeito do extrato etandlico total e das particées hexano, diorometanc
acetato de etila B-butanol das folhas d@ouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg e
mg/kg referente a porcentagem de aumento em readifiba de base no modelo de retil
de caud:

% AUMENTO EM RELAGAO A LINHA DE BASE

Dose (mg/kg 20 min 40 min 60 min 80min 100 min 120 min
Veiculo - 13,67 18,17 24,25 27,66 12,94 39,41
Morfina (S.C.) 1 60,79 41,79 63,58 103,46 27,84 104,78
Etanol 100 122,07 13,21 51,35 137,99 109,31 204,2
Hexano 100 298,55 55,48 133,07 144,72 105,75 137,26
Acetato de Etila 100 114,49 90,58 82,6 103,62 102,17 106,52
Diclorometano 100 6,5 10,5 9,5 11,8 12,5 55
n -Butanol 100 235,06 39,63 86,667 160,74 128,74 313,827
Etanol 10 2,69 38,33 18,89 54,21 43,73 60,25
Hexano 10 85,53 30,37 21,77 80,97 47,39 40,75
Acetato de Etila 10 44,76 100,99 61,08 75,85 56,71 53,25
Diclorometano 10 15,65 59,29 3,26 29,25 12,88 12,4
n-Butanol 10 71,72 70,15 40,28 67,04 69,01 59,65
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Gréfico 6: Efeito do extrato etandlico total e das particGashexano, diclorometano, acet

de etila en-butanol das folhas d€ouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg no moc
de retirada de cauda.
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Gréfico 7: Efeito do extrato etandlico total e das particGashexano, diclorometano, acet

de etila en-butanol das folhas d@ouroupita guianensis em dose de 10 mg/kg no modelc
retirada de cauda.
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5.7.3. Teste da Placa Quente:

O extrato total em etanol na dose de 100 mg/kguyyquco de aumento de 93,5% no
tempo de 150 minutos. Enquanto na dose de 10 mwdkgapresentou qualquer resultado
significativo.

A particdo em hexano na dose de 100 mg/kg apresem® pico de aumento de
121,71% no tempo de 150 minutos. Ja na dose dey@ mao apresentou qualquer resultado
significativo.

A particdo em acetato de etila na dose de 100 napkgsenta como picos de aumento
de 112,86%, 136,38% e 110,15% respectivamenteengsots de 120, 150 e 180 minutos. Na
dose de 10 mg/kg possui pico de aumento de 57,%nmao de 60 minutos.

A particdo em diclorometano na dose de 100 mg/kgsapta como picos de aumento
de 57,62% e 55,65%, respectivamente nos tempo<@es 1150 minutos. Na dose de 10
mg/kg possui picos de aumento de 63,89% e 68,24temgpos de 150 e 180 minutos.

A particdo emm-butanol na dose de 100 mg/kg apresenta como gicauthento de
47,9%, no tempo de 90 minutos. J& na dose de 1Kgragtesentou como picos de aumento
de 69,82%, 79,56%, 91,12% e 101,94% respectivanmergdempos de 90, 120, 150 e 180
minutos.

Na dose de 100 mg/kg o extrato em etanol, dos 601&0 minutos, a particdo em
hexano, dos 120 aos 180 minutos, as particoes etataale etila e diclorometano dos 90 aos
180 minutos e a particdo ewbutanol, aos 30 e aos 120 minutos, apresentanonmeadinfil de
aumento em relacdo a linha de base e valores stgsea0s observados para a morfina. Na
dose de 10 mg/kg os extratos com resultados sgtnmos, seriam a particdo em acetato de

etila nos tempos de 60 a 90 e 150 a 180 minutpast&gdo em diclorometano de 150 a 180
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minutos e a particdo embutanol de 90 a 180 minutos, com resultados su@sriaos da

morfina.

Quadro 16: Efeito do extrato etandlico total e das particées hexano, diclorometar
acetato de etila B-butanol das folhas d@ouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg e
mg/kg referente ao tempo de laténcia no modeldada muente.

TEMPO DE LATENCIA (SEGUNDOS)

Dose(mg/kg 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min

Veiculo - 18,45 +1,85 21,01 8,13 18,30 8,93 18,48 45,60 21,50 2,65 21,12 8,52
Morfina (S.C.) 1 18,17 +4,36* 19,17 43,54* 15,74 43,67* 15,61 +3,27* 17,93 +#4,82* 17,99 +2,90*
Etanol 100 15,13 + 2,36 17,93 +1,93 17,13 41,25 16,72 2,39* 26,65 4,38 19,09 2,40
Hexano 100 14,67 _+ 3,35* 15,15 +2,86* 15,36 +1,51* 18,45 +3,95* 33,95 #4,59* 21,46 +2,92*
Acetato de Etila] 100 15,58 +3,58* 13,38 +2,71* 21,59 +3,85* 28,74 +5,06* 31,92 +3,53* 28,38 +2,38*
Diclorometano 100 16,79 +3,13* 19,02 +5,85* 21,65 +3,13* 25,73 +4,00* 25,41 #4,51* 21,83 +1,39*
n -Butanol 100 27,78 +8,81* 17,55 45,42* 32,05 +5,58* 27,58 +7,98* 22,55 +4,89* 17,60 +2,00*
Etanol 10 19,98 +2,25* 31,35 #4,47* 31,03 +1,10* 26,98 +5,83* 24,98 +2,28* 27,49 +5,91*
Hexano 10 30,09 +6,97* 20,56 +2,39* 17,97 +1,45* 13,38 +2,87* 22,41 #4,15* 19,11 +3,97*
Acetato de Etila| 10 21,73 +1,71* 30,82 +10,35* 23,29 46,45* 17,54 +#4,72* 24,71 +2,75* 24,96 +6,87*
Diclorometano 10 16,29 +2,91* 20,05 +#4,54* 19,74 +3,12* 23,01 6,14* 33,73 +3,33* 34,63 +4,26*
n -Butanol 10 19,30_+2,36* 23,98 +1,44* 42,24 +1,99* 44,66 +11,21* 47,54 9,97* 50,23 +7,24*

Quadro 17: Efeito do extrato etandlico total e das particées hexano, diclorometar
acetato de etila B-butanol das folhas d@ouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg e
mg/kg referente a porcentagem de aumento em reladiiba de base no modelo de p

quente
% AUMENTO EM RELACAO A LINHA DE BASE
Dose (mg/kg 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
Veiculo - 5,92 16,74 13,82 2,72 19,47 17,39
Morfina (S.C.) 1 10,47 15,22 16,38 16,5 7,74 8,09
Etanol 100 9,86 30,22 24,39 21,4 93,5 38,62
Hexano 100 16,5 17 0,29 20,49 121,71 40,14
Acetato de Etila 100 15,39 10,53 59,92 112,86 136,38 110,15
Diclorometano 100 2,85 16,5 32,66 57,62 55,65 33,71
n-Butanol 100 28,18 5,01 47,9 27,27 4,02 7,7
Etanol 10 6 15,97 14,8 5,2 4,5 1,69
Hexano 10 19,16 7,8 5,6 4,5 11 10,6
Acetato de Etila 10 11,34 57,92 19,36 10,09 26,61 27,91
Diclorometano 10 5,6 16 10,5 11,77 63,89 68,24
n-Butanol 10 5,9 18,2 69,82 79,56 91,12 101,94
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Gréfico 8: Efeito do extrato etandlico total e das pdris em hexano, diclorometano, ace
de etila en-butanol das folhas d€ouroupita guianensis em dose de 100 mg/kg no moc
da placa quente.
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Gréfico 9: Efeito do exrato etandlico total e das particbes em hexamtgroimetano, aceta
de etila en-butanol das folhas d@ouroupita guianensis em dose de 10 mg/kg no modelc
placa quente.
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Em relacdo a atividade antinociceptiva periférics,extratos em diclorometanone
butanol na dose de 100 mg/kg apresentaram maibicdoi comparados aos controles
positivos. J& na dose de 10 mg/kg foram as padi@n hexano e acetato de etila que

apresentaram maior inibicdo comparados aos cos{polgitivos.

Para a atividade antinociceptiva central espirdladervou-se que o extrato em
diclorometano foi o que apresentou menor respasteoncentracdo de 100 mg/kg em todos
0s tempos enquanto todos os outros extratos apaesenresultados significativos, inclusive
superiores ao resultado obtido com o controle posile morfina. J& com excecdo do
diclorometano, na dose de 10 mg/kg, os extratossaptam resultados significativos e

maiores que o do controle positivo no tempo dertid@nutos.

Na atividade antinociceptiva central supra-espiubgfica-se que os extratos tiveram
pouca resposta em comparagao a porcentagem de tauemrrelacdo a linha de base nos
tempos de de 30 e 60 minutos, tanto para o extatoconcentracdo de 10 mg/kg, quanto o
extrato de 100 mg/kg, com excecao da particdo etatacde etila no tempo de 60 minutos.
Nos tempos de 90 a 180 minutos a particdo em aceeagtila apresentou acentuada resposta
na concentracdo de 100 mg/kg e o extrato em etamoparticdo em hexano apresentaram
seus picos de aumento no tempo de 150 minutosrtigduaem-butanol apresentou resposta
sigmnificativa na concentracdo de 10 mg/kg, quacwloparada a linha de base, nos tempos

de 90 a 180 minutos.
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6. CONCLUSOES:

1- Foi isolada a substancia Loliolida da particdo @iclorometano das folhas de

Couroupita guianensis, sendo essa substancia inédita nessa espécie.

2- Foi isolada a substancia Triptantrina da pavtieén acetato de etila das folhas de

Couroupita guianensis, sendo essa substancia ja isolada dos frutos ohessaa espécie.

3- Foi isolada uma substancia de esqueleto 2&eetiolesta-7,22-dieno da particao

em hexano das flores @®uroupita guianensis, sendo essa substancia inédita nessa espécie.

4- Foi isolada a substéancia Eugenol da particAdexano das flores d@ouroupita

guianensis, sendo essa substéancia ja identificada no 6lemeissdessa espécie.

5- O Oleo essencial das flores foi analisado e {sedeerificar a sua composicédo

qguimica e as diferencas existentes nas partezadt.

6- Essa espécie mostrou possuir alta atividadeagdinte pelo método do radical

livre DPPH especialmente as particoes em acetadbildelas folhas e das flores.

7- Essa espécie mostrou grande potencial antirgisioeem niveis periféricos para 0s
extratos em diclorometanorebutanol, e hexano e acetato de etila, em nivdtalgmara os
extratosn-butanol e acetato de etila e em nivel centrahbgpipara os extratos em acetato de

etila en-butanol, respectivamente nas concentracoes den@0@ e 10 mg/kg.
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8- Esse trabalho contribuiu para o melhor conhetimda quimica e da farmacologia

dessa espécie.
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