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RESUMO

Morais, S.K.R. Constituintes quimicos de algumas espécies de Myristicaceae. 2008.
174p. Tese - Programa de Pds-Graduacdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade

de Sao Paulo, Sado Paulo.

O presente trabalho descreve o isolamento e a caracterizagdo estrutural dos
constituintes quimicos majoritarios presentes nos frutos maduros das espécies Virola
pavonis (A. CD.) A. C. Sm., Iryanthera juruensis Warburg e Osteophloeum platyspermum
(Spruce ex A. DC.) Warburg. Foram isoladas vinte e oito substancias, sendo catorze
ligndides, dois tocotriendis, dois sesquiterpenos, quatro diterpenos, um derivado do acido
cindmico e cinco flavondides.

Avaliou-se ainda a composicao quimica e o teor do 6leo volatil extraido das folhas e
dos pericarpos das espécies supracitadas, o que revelou a predominancia de
hidrocarbonetos monoterpénicos e monoterpenos oxigenados nas folhas e nos pericarpos,
respectivamente, de O. platyspermum, bem como de hidrocarbonetos sesquiterpénicos em
ambos os 6rgdos vegetais de |. juruensis e de sesquiterpenos oxigenados nas folhas de V.
pavonis. Como esperado, o0 6leo essencial dos pericarpos de O. platyspermum apresentou
significativa atividade contra Escherichia coli e Candida albicans devido a alta concentracéo
de monoterpenos oxigenados.

As substancias di-hidrocarinatina e di-hidrocarinatidina, ambas isoladas do pericarpo
de V. pavonis, inibiram o crescimento in vitro da cepa multiresistente K1 de Plasmodium
falciparum (acima de 50 % a 2,5 ng/mL). Enquanto que os ligndides verrucosina e guaiacina,
ambos obtidos do arilo de I. juruensis, mostraram boa acéo leishmanicida contra as formas

promastigotas de Leishmania amazonensis (ICso = 27 e 45 ng/mL, respectivamente).

Palavras-chave: miristicaceas, lignoides, 6leos essenciais, maléria, leishmania.



ABSTRACT

Morais, S.K.R. Chemical constituents of some Myristicaceae species. 2008. 174p. PhD
Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,

Sao Paulo.

This work describes the isolation and structural characterization of the major chemical
constituents from ripe fruits of Virola pavonis (A. CD.) A. C. Sm., Iryanthera juruensis
Warburg and Osteophloeum platyspermum (Spruce ex A. DC.) Warburg. Twenty-eight
substances have been isolated and classified as fourteen lignoids, two tocotrienols, two
sesquiterpenes, four diterpenes, one cinnamic acid derivative and five flavonoids.

Additionally, it was also analyzed the yields and chemical composition of the volatile
oils from leaves and pericarps of all target species. This analysis indicated the predominance
of oxygenated monoterpenes and monoterpene hydrocarbons respectively in leaves and
pericarps of O. platyspermum, sesquiterpene hydrocarbons in both I. juruensis plant tissues
and oxygenated sesquiterpenes in V. pavonis leaves. As one might expect, the oil from O.
platyspermum pericarps presented significant activity against Escherichia coli and Candida
albicans due to the high concentration of oxygenated monoterpene.

Dihydrocarinatin and dihydrocarinatidin, both isolated from V. pavonis pericarps, were
able to inhibit the growth of the multi-drug resistant K1 strain of Plasmodium falciparum (up
50% at 2,5 ng/mL). While the lignoids verrucosin and guaiacin, both obtained from I.
juruensis arils, presented good antileishmanial activity against the promastigotes forms of

Leishmania amazonensis (ICs, = 27 and 45 mg/mL, respectively).

Keywords: myristicaceous, lignoids, essential oils, malaria, leishmania.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracgdes gerais sobre a familia Myristicaceae

Myristicaceae € uma familia com distribuicdo pantropical constituida por 18 géneros
e cerca de 500 espécies arbéreas ou raramente arbustivas, especialmente encontradas em
florestas Umidas de planicie. No Brasil esta familia é representada pelos géneros
Compsoneura, Iryanthera, Osteophloeum, Otoba (sin. Dialyanthera) e Virola, os quais estdo
concentrados na Regido Amazonica, onde as miristicaceas sao genericamente conhecidas
como uculbas (SOUZA e LORENZI, 2005; MOBOT, 2008).

Esta familia é considerada uma das mais primitivas das angiospermas e suas
espécies se caracterizam por apresentar latex avermelhado, folhas alternas, geralmente
disticas, simples, sem estipulas, inteiras e freqlientemente aromaticas. Inflorescéncia
cimosa, racemosa ou paniculada, com flores pouco vistosas e unissexuadas. Seus frutos
ocorrem em capsulas, sendo constituidos por um pericarpo lenhoso, geralmente deiscente
ao longo de duas suturas ventrais e dorsais. Suas sementes sdo oleaginosas, envolvidas
por arilo comumente vermelho, carnoso e vistoso (Figura 1) (VAN ROOSMALEN et al.,

1996; SOUZA e LORENZI, 2005).

Figura 1. (A) Cascas de . juruensis (Fonte: VICENTINI e RODRIGUES, 1999); (B) Ramo com folhas

e frutos de O. platyspermum; (C) Frutos maduros de V. pavonis.
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Dentre os cinco géneros endémicos no Brasil, 0s que possuem o maior nimero de
espécies incluem o Virola (60 spp.) e o Iryanthera (23 spp.), sendo o0 género Virola 0 mais
amplamente disperso e o Unico com ocorréncia na regido extra-amazénica, destacando-se a
espécie V. sebifera, relativamente comum no cerrado, bem como as espécies V. oleifera e
V. bicuhyba, comumente encontradas na Mata Atlantica (VICENTINI e RODRIGUES, 1999;
SOUZA e LORENZI, 2005; MOBOT, 2008).

Algumas miristicAceas possuem reconhecido valor econémico. A noz-moscada e o
macis sdo especiarias apreciadas na culinaria de todo o mundo e consistem nas améndoas
e no arilo, respectivamente, da espécie de origem asiatica Myristica fragrans. Dentre as
miristicaceas amazobnicas, a espécie V. surinamensis (Rol.) Warb. apresenta importante
valor comercial madeireiro, sendo bastante empregada na producdo de compensados,
laminados e na fabricagdo de caixas, palitos de fosforos, cabos de vassoura, celulose e
papel (RODRIGUES, 1980).

As sementes das miristicAceas apresentam elevado teor de triglicerideos e acidos
graxos, especialmente &cido miristico (Cy4), dai a denominagdo popular de ucuuba, que
significa arvore produtora de gordura. Dessas sementes é extraida e comercializada a
“manteiga de ucuuba’, usada como matéria-prima na fabricacdo de velas e cosméticos em
geral (RODRIGUES, 1980).

As miristicAceas neotropicais passaram a ser alvo de intensos estudos em meados
dos anos cinglienta, quando Schultes divulgou que certas tribos indigenas da Amazonia
usavam as cascas e a resina de algumas espécies de Virola no preparo de rapés
alucinogénicos e como veneno em flechas para caga (RODRIGUES 1980).

Posteriormente  foram  publicados  varios trabalhos  etnobotanicos e
etnofarmacolégicos envolvendo essas espécies, o que veio refor¢car o interesse pela
constituicdo quimica dessas plantas. Dentre as diversas indica¢des populares atribuidas as
espécies dessa familia destaca-se o uso como estimulante cerebral, cicatrizante, no

tratamento de infecgBes dermatolégicas ou estomacais, reumatismo, tumores, erisipela e
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doencas no trato respiratério (SCHULTES e HOLMSTED, 1971; GOTTLIEB, 1979;
SCHULTES, 1985).

Os primeiros estudos fitoquimicos realizados com miristicaceas neotropicais surgiram
na década de setenta, sendo conduzidos especialmente com a madeira do tronco e com as
cascas de espécies de Virola e Iryanthera. Esses estudos levaram ao isolamento de
compostos pertencentes as classes de diarilpropandides, flavonéides, lignanas, glactonas e
alcaloides dos tipos N,N-dimetiltriptamina e b-carbolina, sendo a estes ultimos atribuidas as
propriedades alucindégenas e toxicas propagadas por Schultes.

No inicio da década de oitenta, o interesse fitoquimico se direcionou aos metabdlitos
acumulados nos frutos dessas espécies, uma vez que este 6rgado acumula substancias de
defesa necessarias para a sua perpetuacdo. O resultado observado foi o registro de
compostos pertencentes a outras classes, tais como policetideos, tocotriendides,
flavonolignéides e uma grande variedade de neolignanas.

Ao analisar separadamente os dois géneros mais estudados de miristicAceas
neotropicais, € possivel observar um acumulo diferenciado entre seus principais
constituintes. Flavonolignéides, tocotriendis e glactonas co-ocorrem com freqiéncia em
espécies de Iryanthera, enquanto que policetideos e diarilpropandides estdo presentes
principalmente em espécies de Virola. Ligndides sdo predominantes no género Virola e os
flavonoides se encontram bem distribuidos em ambos os géneros (ROMOFF e YOSHIDA,
1997).

Atualmente existe registro para cerca de 230 constituintes quimicos isolados de
miristicaAceas neotropicais, dentre os quais 50% correspondem a lignanas e neolignanas, o
que faz destas as duas principais classes de metabdlitos secundarios da familia
Myristicaceae (ROMOFF e YOSHIDA, 1997; SARTORELLI et al., 1998; SILVA et al., 2001;

NUNOMURA e YOSHIDA, 2002; LOPES et al., 2004; SILVA et al., 2007).
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1.2 Atividade biolégica de miristicaceas neotropicais

Estudos realizados com miristicaceas neotropicais visando a descoberta de
substancias ativas conduziram ao isolamento de lignanas e neolignanas com atividades
biol6gicas promissoras. De fato, a acdo farmacoldgica dos ligndides € relevante e se
encontra bem documentada na literatura, sendo a essa classe de compostos atribuida
atividades antitumoral, fungistatica e/ou fungicida, antioxidante, anti-HIV, cardiovascular,
dentre indmeras outras (McRAE e TOWERS, 1984).

Das folhas de V. surinamensis, usada tradicionalmente na quimioprofilaxia da
esquistossomose (RODRIGUES, 1980), foram isoladas as neolighanas virolina (84) e
surinamensina (85), ambas com efeito protetor contra a penetracdo de cercéarias de
Schistosoma mansoni no hospedeiro (BARATA et al., 1978).

O extrato diclorometanico dos galhos de V. surinamensis apresentou significativa
atividade in vitro contra a forma tripomastigota de Trypanosoma cruzi. Desse extrato foram
isoladas as neolignanas veraguensina (86) e grandisina (87), as quais foi atribuida a acao
anti-chagéasica observada (LOPES et al., 1998).

Dos frutos de V. calophylla foi isolado o acido nor-di-hidroguaiarético (88), que além
de intensa atividade antioxidante, possui ainda atividade antitumoral, larvicida contra S.
mansoni e moluscicida contra Biomphalaria glabrata (YOSHIDA, 1995).

Do arilo de V. oleifera foram isoladas as lignanas 89 [rel-(7R,8S,8'R)-7-hidroxi-
3,4,3',4'-tetrametoxi-8,8'-lignana] e 90 (oleiferina G), que apresentaram moderada atividade
contra o fungo fitopatogénico Cladosporium sphaerospermum (25 ng) e boa atividade contra
o C. cladosporioides (10 ng), em ensaio de bioautografia (SARTORELLI et al., 1998).

Mais recentemente, a neolignana denominada guaiacina (14), isolada dos frutos de
Iryanthera juruensis, apresentou significativa atividade inibitéria de lipoperoxidacdo (> 95% a
100 ppm), além de inibir fortemente a enzima ciclooxigenase COX-1 (75% a 100 ppm) e

apresentar fraca atividade para a COX-2 (< 20% a 100 ppm), sugerindo forte acéo
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antioxidante, potencial uso como anti-hipertensivo e fraca atividade antiinflamatéria (SILVA

et al., 2007).
OMe
‘7, (@]
MeO OH =
MeO
R 86
R = H (84)
R = OMe (85)

I OMe

R
88 R = MeO (89) 14
R = OH (90)

Figura 2. Estruturas moleculares de ligndides ativos isolados de miristicAceas amazodnicas.

Embora os lignéides quase sempre recebam os méritos pelo amplo espectro de acéo
biolégica apresentado pelas miristicAceas neotropicais, muitas outras atividades bioldgicas
observadas em extratos e fragbes de espécies de Virola e Iryanthera podem ser atribuidas
aos flavondides e/ou tocotriendides, substancias antioxidantes e com diversas outras
atividades biolégicas descritas (DAVINO et al., 1998; SILVA et al., 2001; SILVA et al., 2007).

Os flavonoides 7-hidroxi-flavanona (91) e 7-hidroxi-4’-metoxi-isoflavona (92), isolados
das raizes de V. surinamensis, se mostraram 10 vezes mais ativos que o antibibtico
nistatina, usado como controle positivo em ensaio de inibicdo de crescimento do fungo C.
cladosporioides, evidenciando o papel ecofisiolégico desses metabdlitos na prevencao do
tecido contra os microrganismos do solo (LOPES et al., 1999).

Das folhas de V. michelii, foi isolada a flavona titonina (3’-hidroxi-7,4’-dimetoxi-

flavona) (93), que juntamente com seus derivados metilado e acetilado, exibiu acdo
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antiinflamatéria em teste de edema de pata induzido por carragenina numa concentracéo de

10 mg/Kg (46, 53 e 78% de inibi¢éo, respectivamente) (CARVALHO et al., 1999).

Figura 3. Estruturas moleculares de flavondides ativos isolados de miristicAceas amazonicas.

Fato interessante é a constatacdo da atividade antimalarica apresentada por extratos
de algumas miristicAceas neotropicais. O extrato hidroalcodlico das cascas de Iryanthera
leavis mostrou atividade in vivo contra Plasmodium berghei, reduzindo a parasitemia em
59% numa concentracdo de 100 mg/Kg. De acordo com MUNOZ et al. (2000), tal atividade
pode estar associada a presenca de chalconas e derivados, compostos antimalaricos em
potencial.

Recentemente foi reportada a atividade in vitro contra P. falciparum do extrato

diclorometanico das cascas de Virola calophylla (ICso = 4,3 ng/mL) (ROUMY et al., 2007).

1.3 Oleos essenciais na familia Myristicaceae

Por apresentar elevado valor econdmico e aplicacdo medicinal, o 6leo essencial das
améndoas de Myristica fragrans (noz-moscada) € o mais conhecido da familia Myristicaceae
e se caracteriza pela predominancia de monoterpenos e fenilpropanéides, especialmente
miristicina. Estudos sobre a composicdo quimica dos Oleos volateis das folhas de M.
malabarica e Gymnacrathera canarica, bem como das cascas das espécies Staudtia
gabonensis e Pycnanthus angolensis, revelaram abundancia de hidrocarbonetos

sesquiterpénicos (SABULAL et al., 2007; SIMIC et al., 2006; AGNANIET et al., 2004). O 6leo
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volatil das folhas de P. angolensis mostrou-se rico em sesquiterpenos oxigenados, sendo o
espatulenol (82 %) o principal constituinte identificado (SIMIC et al., 2006).

Poucas miristicaceas brasileiras foram examinadas com relagédo a producéo e ao teor
de Oleo essencial. A andlise do Oleo volatil das folhas de V. surinamensis revelou a
predominancia do monoterpeno limoneno e do fenilpropandide elemicina (LOPES et al.,
1997), enquanto que o 6leo obtido das folhas frescas de V. michelii apresentou abundancia
de hidrocarbonetos sesquiterpénicos e a auséncia de fenilpropandides, sendo o
biciclogermacreno (36,6 %) o principal componente identificado (TORRES et al., 2005).

De acordo com Lopes et al. (1999), os indios Waiapi, oeste do Amap4, tratam os
doentes acometidos pela maléria com inalagdo do vapor proveniente das folhas de V.
surinamensis coletadas na estacao chuvosa da regido amazbnica. O estudo do Oleo
essencial das folhas dessa espécie, coletadas em diferentes estacfes do ano e horas do
dia, apresentou variagbes sazonal e circadiana de seus constituintes, sendo observada a
prevaléncia de sesquiterpenos no periodo de chuva. Ensaio antimalarico conduzido com o
O0leo essencial das plantulas dessa espécie apresentou 100% de inibicdo do
desenvolvimento da fase de trofozoita para o estagio de esquizonte do P. falciparum,
causando a morte do parasito, sendo o nerolidol identificado como um dos compostos

ativos.

1.4 Revisdao bibliografica das espécies estudadas

Embora todas as miristicaceas sejam caracterizadas pela presenca marcante de
lignanas e neolignanas, a ocorréncia de determinadas classes de compostos parece ser
restrita a alguns géneros dessa familia. Ainda que diversos estudos com espécies
pertencentes a esta familia tenham sido desenvolvidos, os mesmos foram conduzidos de
maneira heterogénea em relacdo ao material vegetal de partida e as técnicas de isolamento.

A realizagdo de um estudo simultdneo de espécies pertencentes a diferentes géneros de
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Myristicaceae pode levar a uma andlise comparativa mais conclusiva, no que se refere a
distribuicdo dos metabdlitos comumente encontrados nessa familia.

Diante do exposto acima, o presente trabalho foi conduzido com as espécies Virola
pavonis (A. DC.) A. C. Sm, Iryanthera juruensis Warburg e Osteophloeum platyspermum
(Spruce ex A. DC.) Warburg. Essas espécies ja foram estudadas anteriormente e a revisdo

bibliografica desses trabalhos se encontra nas se¢fes a seguir.

1.4.1 Virola pavonis (A. DC.) A. C. Sm.

A espécie V. pavonis é uma arvore que pode atingir até 30 m de altura, muito comum
em mata de terra firme, podendo as vezes ser encontrada em caatingas, mata pantanosa e
igapods. No Brasil esta espécie se distribui pelos estados do Acre, Amazonas, Mato Grosso,
Par4d e Rondbnia, podendo também ser encontrada no Equador, Peru, Venezuela e
Colémbia, onde é conhecida como ve-ri-que pelos indios Karijona (SCHULTES, 1971; VAN
ROOSMALEN, 1996).

Essa espécie esta morfologicamente associada a V. carinata, sendo distinta desta
por seu habitat e pelas caracteristicas estruturais de seus frutos. Além das semelhancas
morfoldgicas, estas espécies se relacionam ainda do ponto de vista quimico, uma vez que
muitos compostos isolados originalmente de V. carinata, foram posteriormente encontrados
em tecidos de V. pavonis (MARQUES et al., 1992).

De acordo com Rodrigues (1980), a madeira dessa espécie pode ser usada como
sucedanea da V. surinamensis na confec¢do de laminados e compensados.

Estudos fitoquimicos previamente conduzidos com a madeira e as cascas dessa
espécie resultaram no isolamento de diarilpropandides (94 e 95) e de neolighanas do tipo
benzodioxanicas (96 e 97). De suas folhas foram isoladas neolignanas dos tipos
benzodioxanica (98), 8.0.4-oxineolignana (99), tetra-hidrofurénica (100) e um
fenilpropandide (101). Em seus frutos foram encontradas neolighanas benzodioxanicas (102

e 103), benzofuréanicas (1 e 2) e ariloxiarilpropanicas (104 e 13).
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Das folhas de um espécime identificado como Virola aff. pavonis, coletado na
Colombia, foram isoladas e identificadas neolignanas arilnaftalénicas (105-107),
ariltetralinicas (108 e 109), uma lignana ariltetral6nica (110), lignanas dibenzilbutanicas (111

e 112) e uma seco-ciclolignandiona (113) (Tabela 1.1).



Tabela 1 - Constituintes quimicos previamente isolados de V. pavonis.
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Estrutura quimica N° Nome Orgéo vegetal Referéncia bibliografica
g
MeO R ;
© H 94 Virolano Madeira FERNANDES et al., 1980
Virolanol
R OH 95
OH
OMe
o) R R’
MeO MeO 7R 96 Eusiderina A _
Meo o) X MeO MeO 7S 97 Eusiderina C Cascas e frutos (arilo) MARQUES, 1992
R MeO MeO 7R 102 Eusiderina D
18 OH MeO 7R 103 Eusiderina K
OMe
\‘[O:©\/\
MeO 0 Z 98 Eusiderina E Folhas FERRI e BARATA, 1992
HO
OMe
99 4-Hidroxi-3,5,3',5'-tetrametoxi-7’- Folhas e frutos (arilo) FERRI e BARATA, 1992
en-8,4’-oxineolignana MARQUES, 1992
100 (-)-Di-de-O-metilgrandisina Folhas FERRI e BARATA, 1991
MeO '
OMe 101 Pavonisol Folhas FERRI e BARATA, 1992
HO

OMe



(continuacao) Tabela 1 - Constituintes quimicos previamente isolados de V. pavonis.
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Estrutura quimica N° Nome Orgéo vegetal Referéncia bibliografica
F
7,8 . .
MeO o (D 1 Carinatina .
@ o > Di-hidrocarinatina Frutos (pericarpo) MARQUES, 1992
OMe
MeO
¥
MeO R'C OH H 104 Carinatol Frutos (pericarpo) MARQUES, 1992
O |'—| OMe O O 13 Carinatona
MeO
MeO
90 R ST
R OH 105 4-Hidroxi-3',4’-metilenodioxi-3-
‘ metoxi-2,7’-ciclolignan-7,7’-dieno Folhas MARTINEZ e TORRES, 1997
o 3,4-Dimetoxi-3’,4’-metilenodioxi-
o/ OMe 106 2,7-ciclolignan-7,7’-dieno
MeO
(L Ler
HO on . 4.7',8'-Tri-hidroxi-3',4'-
107 metilenodioxi-3-metoxi-2,7'- Folhas MARTINEZ e TORRES, 1997
‘ ciclolignana
0
o—/
MeO
HO R
CH, 108 (+)-Otobafenol Folhas MARTINEZ e TORRES, 1997
(6{0) 109 4-Hidroxi-3’,4’-metilenodioxi-
5-metoxi-2,7’-ciclolignan-7-ona
OH
o
G T .
’ 110  eH(7S.8S,8R)- 3,4-Metilenodioxi- Folhas MARTINEZ e TORRES, 1997

3',4’-dimetoxi-lignan-7-ol



(continuacao) Tabela 1 - Constituintes quimicos previamente isolados de V. pavonis.
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Estrutura quimica N° Nome Orgéo vegetal Referéncia bibliografica
R (8S,8'R)-4'-Hidroxi-3,4-
OH 117~ metilenodioxi-3"-metoxi-7-0x0-8,8™ Folhas MARTINEZ e TORRES, 1997
OMe 112 lgnana
(8S,8'R)- 3,4-Metilenodioxi-3',4'-

dimetoxi-7-0x0-8,8'-lignana

. 4-Hidroxi-3’,4’-metilenodioxi-
113 5-metoxi-7’,8'-seco-2,7'- Folhas MARTINEZ e TORRES, 1997

ciclolignan-7’,8'-diona

* Configuragdo indeterminada.
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1.4.2 Iryanthera juruensis Warburg

A espécie Iryanthera juruensis é comumente encontrada na Bolivia, Colémbia,
Equador, Guianas, Venezuela, Peru e Brasil, onde é popularmente conhecida como
ucuubarana e especialmente encontrada nos estados do Acre, Amazonas, Mato Grosso,
Par4, Rondbnia e Roraima (VAN ROOSMALEN et al., 1996).

De acordo com informacdes etnobotanicas, a casca interna e a seiva dessa espécie
apresentam bastante eficacia no tratamento de infec¢Bes causadas por fungos (SCHULTES,
1985).

Estudos realizados anteriormente com a madeira do tronco dessa espécie resultaram
no isolamento e na identificacdo de uma flavana (114) e de glactonas (115 e 116). De seus
frutos foram isoladas neolignanas dos tipos tetra-hidrofuranicas (8 e 10) e ariltetralinicas (14
e 117), uma série de &cidos w-arilalcandicos (118-120), tocotriendides (16 e 121),
plastoquinonas (122 e 123) e um acido juruendlico (124). Mais recentemente, algumas 5-
desoxiflavonas (93, 125-128) foram obtidas das folhas dessa espécie, enquanto que de suas
cascas foram isoladas as di-hidrochalconas 129 e 130 (Tabela 2).

Além da guaiacina (14), os compostos 16, 93, 127 e 128 apresentaram resultados
promissores frente ao ensaio de lipoperoxidacdo. As 5-desoxiflavonas também inibiram as
enzimas COX-1 e COX-2 cerca de 50-65% na concentragdo de 100 ppm, enquanto que 0s
compostos 118-120 e 124 apresentaram fraca atividade contra essas enzimas (SILVA et al.,

2007).
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Tabela 2 - Constituintes quimicos previamente isolados de I. juruensis.

Estrutura quimica N° Nome Orgéo vegetal Referéncia bibliografica
HO o)
veo__o I L o et .
e 0 114 2'-Hidroxi-7-metoxi-4',5'- Madeira FRANCA et al., 1974
O metilenodioxiflavana
OR' R R’ R”
O Me Me H 125 7.,4'-Dimetoxiflavona
RO o " Me Me OMe 126 Fasciculiferina
R
O | b Me OH 197 S amising Folhas SILVA et al., 2007
! H H H 128 7,4’-Di-hidroxiflavona
o Q OH . 2',4-di-hidroxi-6’-metoxi-3,4-
metilenodioxi-di-hidrochalcona
O O OCH;0 129 2' 4"-di-hidroxi-4,6 -dimetoxi-di- Cascas APONTE etal., 2008
R MeO OH H OMe 130 hidrochalcona
OH
<O 12 o 115 Juruenolido Madeira VIEIRA et al., 1983

o

O]

<O AR

0] ol WY 116 Juruenolido B Madeira VIEIRA et al., 1983
o (0]

"0
HO
O 117
OMe

epi-Guaiacina Frutos SILVA et al., 2001

MeO ) OMe ’ .
}Tf gR 8 Nectandrina B Frutos SILVA et al., 2001
o) 8'S 10 Verrucosina
HO OH



(continuacao) Tabela 2 - Constituintes quimicos previamente isolados de I. juruensis.
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Estrutura quimica N° Nome Orgéo vegetal Referéncia bibliografica
n=10 118 Acido 15'-(3,4-metilenodioxifenil)-
o OH ) pentadecanoico
< M n=12 119 Acido 17’-(3,4-metilenodioxifenil)- Frutos SILVA et al., 2001
@] ) heptadecandico
n=14 120 Acido 19'-(3,4-metilenodioxifenil)-
nonadecandico
R
H 16 Sargacromenol Frutos SILVA et al., 2001
Me 121 7-Metil-sargacromenol
R
H 122 ) Acido sargaquinoico Frutos SILVA et al.,, 2001
Me 123 Acido 3-metil-sargaquindico
0 HO_O
P P P 124 Acido 2-(4’-metilpentenil-3)-10- Frutos SILVA et al., 2007

oxo-undecan-2,6-diendico
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1.4.3 Osteophloeum platyspermum (Spruce ex A. DC.) Warburg

O género Osteophloeum compreende apenas duas espécies arbéreas, dentre as
quais somente a O. platyspermum ocorre no Brasil, sendo especialmente encontrada nos
estados do Acre, Amazonas, Para e Roraima (VAN ROOSMALEN et al., 1996).

Segundo Schultes (1985), a inalagdo da fumaca gerada pela queima das folhas
dessa espécie é tradicionalmente usada para aliviar os sintomas da asma. Os indios Makd,

do rio Uneiuxi, costumavam beber a seiva dessa arvore para combater gripes e resfriados.

Estudos realizados previamente com diferentes 6érgdos dessa espécie revelaram a presenca
de flavonéides (131 e 132) na madeira do tronco, bem como de sesquiterpenos (64 e 133) e
diterpenos (80, 82, 134 e 135) nas folhas. De seus frutos foram isoladas diversas

neolignanas (14, 108, 136 e 137) (Tabela 3).



Tabela 3 - Constituintes quimicos previamente isolados de O. platyspermum.
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Estrutura quimica N° Nome Orgéo vegetal Referéncia bibliografica
136 Hidroxi-otobaina Frutos BRAZ FILHO et al., 1984
137 Acido di-hidroguaiarético Frutos BRAZ FILHO et al., 1984
R R
H OMe 131 (x)-Medicarpina Madeira BRAZ FILHO et al., 1977
OCH,0 132 (x)-Maackiaina
64 Espatulenol Folhas PAULO, 1983
133 d-Cadinol Folhas PAULO, 1983
R
CHO 134 ~ ent-Cauran-16-en-19-al Folhas PAULO, 1983
COOH 80 Acido ent-cauran-16-en-19-6ico




(continuacéo) Tabela 3 - Constituintes quimicos previamente isolados de O. platyspermum.
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Estrutura quimica N° Nome Orgéo vegetal Referéncia bibliografica
- Eperu-8(20),13-dien-3a,15-diol
/\g 82 (ent-8(17),13-labdadieno-3a,15- Folhas e frutos PAULO, 1983

. BRAZ FILH I, 1984
HO\‘ y OH d|0|) O eta y 98

ALY Eperu-13-en-8b,15-diol
Qij'OHOH 135 (ent-13-labdadieno-8, 15-diol) Folhas PAULO, 1983
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2. OBJETIVOS

Isolar e identificar os metabdlitos secundarios majoritarios acumulados nos frutos
maduros das espécies Virola pavonis (A. DC.) A. C. Sm, Iryanthera juruensis Warburg e
Osteophloeum platyspermum (Spruce ex A. DC.) Warburg.

Identificar os constituintes quimicos do 6leo essencial obtido das folhas e dos
pericarpos das espécies supracitadas.

Realizar ensaios biol6gicos preliminares para a avaliacdo do potencial antimalarico e

leishmanicida dos ligndéides isolados.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Especificagdo de materiais e métodos

Foram utilizados solventes de grau técnico previamente destilados nas extracges,
particdes e nos sistemas cromatograficos.

As analises por CCDC foram realizadas em cromatoplacas de aluminio com gel de
silica 60 com indicador de fluorescéncia F,s; da Merck. As placas foram visualizadas
utilizando luz ultravioleta (UV 254 e 366 nm) e reveladas com solugcédo de acido sulfarico
25%, seguido de aquecimento.

Os experimentos de CCDP foram realizados em cromatoplacas de tamanho 20 x 20
cm e espessura do adsorvente de 1,0 mm. Seis cromatoplacas foram preparadas usando 50
g de gel de silica 60 PF,54 da Merck e cerca de 150 mL de agua destilada.

Os fracionamentos por CC a pressao atmosférica foram realizados utilizando
diferentes fases estacionarias: gel de silica 60 (0,063 - 0,200 mm) da Merck, Sephadex LH-
20 e silica de fase reversa.

Os espectros de RMN de *H e **C foram registrados nos espectrdometros Bruker AC-
200 e Varian INOVA 200 de 4,7 Tesla, operando a 200 e 50 MHz, respectivamente, e Varian
DPX-300 de 7,05 Tesla, operando a 300 e 75 MHz, respectivamente. As amostras
analisadas por RMN foram dissolvidas em CDClz;, CD;0D e DMSO-dg da Aldrich ou CIL.

Os espectros de massa das substancias isoladas foram obtidos em sistema de CG-
EM da Shimadzu, modelo 14B/QP5050A, com analisador tipo quadrupolo e ionizacdo por
impacto eletrénico a 70 eV, ou através do sistema de LC-EM da Bruker, modelo Daltonics
Esquire 3000 Plus, com analisador tipo ion trap, por inje¢do direta. Ambos os instrumentos
operando em baixa resolucao.

As andlises dos Oleos volateis foram realizadas no Centro de Biotecnologia da
Amazobnia, sendo efetuadas em cromatégrafo a gas acoplado a espectrbmetro de massas

da Shimadzu, modelos CG-2010 e QP-2010, respectivamente. Foi usada coluna capilar DB-
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5MS (25 m x 0,25 mm e filme de 0,25 nm) e hélio, como gas de arraste. A injecao foi feita no
modo split na razdo de 1/20, com temperatura do injetor de 240 °C e fluxo de 1 mL/min,
sendo injetado o volume de 1 i de solu¢do da amostra. A programacéo da temperatura em
cada andlise foi de 100 °C (1 min), com incremento de 3 °C/min até 115 °C, seguido de

incremento de 1 °C/min até 135 °C e posterior incremento de 10 °C/min até 240 °C.

3.2 Procedimento fitogquimico

3.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

Frutos maduros de Iryanthera juruensis Warburg foram coletados em margo de 2003,
no campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), enquanto que os frutos das
espécies Virola pavonis (A. DC.) A. C. Sm. e Osteophloeum platyspermum (Spruce ex A.
DC.) Warburg foram coletados na Reserva Florestal Adolpho Ducke (Manaus), em marc¢o de
2004. Os espécimes coletados foram identificados pelo botanico José Ferreira Ramos e
uma exsicata de cada um desses individuos se encontra depositada no herbério do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazobnia (INPA) sob as respectivas numeracbes: 213356,

214917 e 214918.

3.2.2 Obtencéo dos extratos

Os frutos foram separados manualmente em pericarpo, arilo, tegumento e
améndoas. Em seguida, cada uma dessas partes foi separadamente seca a sombra, moida
e extraida por maceracdo a frio. O processo de extragcdo foi inicialmente realizado com
hexanos e subsequentemente com etanol, por um periodo total de 14 dias, sendo o
respectivo solvente trocado ap6s 7 dias de maceracdo. Os extratos hexanicos e etanélicos
foram obtidos eliminando-se os solventes em evaporador rotatério sob pressdo reduzida
(Esquema 1). Na Tabela 4 se encontram as massas dos extratos brutos obtidos, bem como

as quantidades de material vegetal de partida.
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Material vegetal
seco e moido

Extragao c/ hexanos (7 dias - 2x)

Filtracéo
Torta

Extraco com etanol (7 dias - 2x)

Filtracéo

desprezada

Filtrado
hexanico

Evaporagéo do solvente

Extrato hexanico Filtrado

etandlico

Evaporagéo do solvente

Extrato etanélico

Esquema 1. Obtencao dos extratos hexanicos e etandlicos.

Tabela 4 - Quantidade do material vegetal de partida e massas dos extratos hexanicos e

etanolicos obtidos dos frutos estudados.

Espécie Parte do fruto Material E2<tr_ato Ex,tr_ato
vegetal (9) hexanico (g) etandlico (g9)
Pericarpo - - -

. , Arilo 8,20 3,94 1,60
| juruensis Tegumento 13,5 3,69 0,560

Améndoas 38,5 4,76 7,14

Pericarpo 48,4 0,240 5,46

V. pavonis Arilo 47,6 17,7 9,16
Tegumento 16,3 0,550 0,650

Améndoas 145 60,0 14,4

Pericarpo 311 29,5 67,6

0. platyspermum Arilo 68,4 32,2 10,8

Tegumento 155 6,80 3,42

Améndoas 121 68,2 14,3

3.2.3 Particdo dos extratos

Os extratos hexanicos foram ressuspendidos em metanol:agua 9:1 e as solugdes
resultantes foram extraidas por trés vezes com hexanos. As fases hexanicas e metandlicas
foram entdo concentradas em evaporador rotatério fornecendo os respectivos residuos

(Esquema 2). As massas dos residuos obtidos se encontram na Tabela 5.



Extrato
hexéanico

MeOH 90%
Extragdo c/ hexano (3x)

Fase Fase
hexanica metandlica
Evaporacao do solvente Evaporagéo do solvente
Residuo Residuo
hexéanico metandlico

Esquema 2. Particdo dos extratos hexanicos.

Tabela 5 - Massas dos residuos provenientes da particdo dos extratos hexanicos das

espécies estudadas.

L Residuo Residuo

Espécie Parte do fruto hexani L
exanico (g) metandlico (g)

arilo 3,35 0,59

l. juruensis tegumento 2,91 0,72

améndoa 4,30 0,41

pericarpo 0,16 0,08

V. pavonis arilo 14,0 2,85

tegumento 0,53 0,01

améndoa 57,5 1,21

pericarpo 65,5 0,60

0. platyspermum arilo 6,42 0,13

tegumento 31,6 0,67

améndoa 28,0 1,76

Os extratos etandlicos também foram ressuspendidos em metanol:agua 9:1 e as
respectivas suspensdes resultantes foram extraidas com hexanos por trés vezes. Em
seguida, foi adicionada agua destilada suficiente as fases hidroalcodlicas resultantes para
torn-las uma solugcédo de metanol:agua 7:3. Estas novas solug¢des foram extraidas por trés
vezes com cloroférmio. Mais agua destilada foi adicionada as fases hidroalcélicas tornando-
as metanol:agua 1:1, estas foram entdo extraidas com acetato de etila por trés vezes. As
solucdes resultantes das extragdes foram concentradas em evaporador rotatorio fornecendo

0s respectivos residuos. As massas desses residuos se encontram na Tabela 6.
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Extrato
etandlico

MeOH 90%
Extracao ¢/ hexanos (3x)

Fase

Fase

hexanica hidroalcoélica

Evaporag&o Adicéo de H.O
Extracao c/ cloroférmio (3x)

Residuo
hexanico

Fase Fase

cloroférmica

hidroalcodlica

Evaporacao Adicéo de H.O
Extracéo c/ AcOEt (3x)

Fase
hidroalcodlica

Residuo

cloroférmico
Fase acetato
de etila

Evaporagéo Evaporacao
Residuo acetato Residuo
de etila hidroalcodlico

Esquema 3. Particao dos extratos etandlicos das espécies estudadas.

Tabela 6 - Massas dos residuos provenientes da particdo dos extratos etandlicos das

espécies em estudo.

p Residuo Residuo Residuo Residuo
- arte do A PP : 1
Espécie fruto hexanico cloroférmico acetato de etila  metandlico
gramas (g)
arilo 0,35 0,96 0,26 0,04
l. juruensis tegumento 0,05 0,19 0,27 0,01
améndoa 2,41 3,38 1,19 0,05
pericarpo 0,17 0,50 0,13 4,28
V. pavonis arilo 1,16 2,37 0,37 1,08
' tegumento 0,03 0,31 0,08 0,22
améndoas 0,99 2,52 0,37 10,5
pericarpo 14,7 18,0 30,3 0,56
0. platyspermum arilo 7,10 5,07 2,04 0,07
' tegumento 0,33 1,14 0,53 0,92
améndoas 2,96 9,66 1,71 0,50

3.2.4 Fracionamento dos residuos e isolamento de substancias
Os residuos gerados pela particdo foram submetidos a andlise por CCDC, em
diferentes sistemas, e RMN de 'H, que revelaram uma grande diferenca de composicéo

guimica entre as trés espécies escolhidas para o estudo. As fracbes que apresentaram
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maior massa, sinais de compostos arométicos no espectro de RMN de 'H e/ou menor

complexidade cromatogréafica em CCDC foram fracionadas para a obtencdo de substancias
puras.

Os Esquemas 4 a 9 mostram as condi¢cdes usadas no isolamento das substancias
obtidas neste trabalho.

3.2.5 Fracionamento do residuo cloroférmico do arilo de V. pavonis

Residuo cloroférmico do
arilo de V. pavonis (2,4 g)

CC: Si-60 e gradiente de hexano/AcOEt
17 fragdes
CCDC
Fr. VP.AC1 Fr. VP.AC2 Fr. VP.AC3 Fr. VP.AC4 Fr. VP.AC5
(479 mq) (159 mg) (197 mg) (43 mg) (54 mg)
CCDP: CC: Si-60 e gradiente CCDP: CCDP:
CHCI5/ACOEt 2% de hexano/AcOEt 8:2 CC: Si-60 e gradiente hexano/AcOEt 8:2 hexano/AcOEt 8:2
de hexano/AcOEt
) 9 fragOes A A
Substancias Substancias Substancia
1 (133 mg), 11 (54 mg)e 10 (3,3 mg)
2 (48 mq), 10 fracs 12 (3 mg)
3 (103 mg) Fr. AC2.4-7 0 fragdes
e 4 (60 mg) (84 mg)
CCDP: | | |
hexano/AcOEt 8:2 AC3.3-5
v
Substéncia 5
(24 mq)

CCDP:

CCDP:
hexano/AcOEt 8:2

Substancia 6 hexano/AcOEt 8:2

(16 mg)

Substancia 7

Substancia 9
(7,5 mg)

(12 mg)

Esquema 4. Isolamento das substancias 1, 2, 3,4,5,6,7,9, 10, 11 e 12.
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3.2.6 Fracionamento do residuo cloroférmico do pericarpo de V. pavonis

Residuo cloroférmico do
pericarpo de V. pavonis (450 mg)

CC: Si-60 e gradiente de hexano/AcOEt

15 fragdes

CCDC

Fr. VP.PC3
(30 mg)

Fr. VP.PC1
(86 mg)

Fr. VP.PC4
(234 mg)

Fr. VP.PC2
(90 mg)

CCDP: CCDP:
hexano/acetona 8:2 (3x) hexano/acetona 8:2 (3x)
Mistura das
substancias . .
1,2,3e4 Substancia 13 Substancia 8
(4,5 mg) (3 mg)

Nao estudada

Esquema 5. Isolamento das substancias 8 e 13.

3.2.7 Fracionamento do residuo de acetato de etila do arilo de V. pavonis

Residuo de acetato de etilado
arilo de V. pavonis (370 mg)

Agua destilada
Extragdo com n-BuOH

Fracdo VP.Al
(46 mg)

Fracdo VP.A2
(320 mg)

Nao estudada:

CC: RP-18 e MeOH/H,0 8:2 sinais de aclcar (RMN de 'H)

7 fragcBes
CCDC
Fr. VP.Alb
(14 mg)
Substéancia 22 (17 mg) Substancias

le?2

Esquema 6. Isolamento da substancia 22.
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3.2.8 Fracionamento do residuo cloroférmico do arilo de I. juruensis

Residuo cloroférmico do arilo de
I. juruensis (960 mg)

CC: Si-60 e gradiente de hexano/AcOEt
20 fragBes

CCDC

Fr.1J.AC4
(398 mg)

Fr.1J.AC3
(52 mq)

Fr.1J.AC1
(84 mq)

Fr.1J.AC2
(422 mq)

CCDP: Nao estudada

CCDP:

hexano/acetato de etila hexano/acetato de etila

9:1 (3x) 7:3 (3x)
Substancias 15 (19 mg) Substancia 141 Substancia 10
e 16 (15 mg) (136 mg) (18 mg)

Esquema 7. Isolamento das substéncias 10, 14, 15 e 16.

3.2.9 Fracionamento do residuo cloroférmico do pericarpo de O. platyspermum

Residuo cloroférmico do pericarpo
de O. platyspermum (1,5 g)

CC: Si-60 e gradiente de hexano/AcOEt
20 fragBes
CCDC
Fr. OP.PC1 Fr. OP.PC2 Fr. OP.PC3 Fr. OP.PC4 Fr. OP.PC5
(98 mg) (179 mg) (148 mq) (138 mqg) (733 mg)
CCDP: CCDP: CCDP: CCDP: Néo estudada
hexano/AcOEt 8:2 hex/CHCl3/MeOH hex/acetona/MeOH hex/AcOEt/MeOH
(3x%) (3x%) (3x%) (5%)
Substancias 64 Substancias 80 Substancia 82 Substancia 83
(20 mg) e 79 (10 mg) (10 mg) e 81 (27 mg) (15 mg)
(24 mg)

Esquema 8. Isolamento das substancias 64, 79, 80, 81, 82 e 83.
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3.2.10 Fracionamento do residuo acetato do tegumento de O. platyspermum

Residuo de acetato de etila do tegumento
de O. platyspermum (380 mg)

CC: Sephadex LH-20 e MeOH

12 fragdes

CCDC

Fr. OP.TA1 Fr. OP.TA2 Fr. OP.TA3 Fr. OP.TA4 Fr. OP.TA5
(98 mg) (98 mg) (98 mg) (98 mg) (98 mg)

N&o estudada CCDP: CCDP: Recristélizagé.o N&o estudada
CHCIy/MeOH 9:1 CHCI/MeOH 9:1 (3X) (MeOH:H,0 1:1)

Substancia 17 Substancias 18 Fr. OP.TA4.1
(30 mg) (3 mg), 19 (5 mg) (98 mg)
e20 (11 mg)  Substancia 21 -
(27 mg) Né&o estudada

Esquema 9. Isolamento das substancias 17, 18, 19, 20 e 21.

3.3 Extracéo do 6leo essencial

A extracdo dos Oleos essenciais foi feita com os mesmos espécimes citados na
secdo 3.2.1, sendo uma nova coleta realizada entre os meses de janeiro e fevereiro de
2008.

As folhas e os pericarpos das espécies estudadas foram secos a temperatura
ambiente e submetidos a destilacao por arraste a vapor d’agua, em aparelho tipo Clevenger,
por um periodo de 3 horas. Os 6leos volateis obtidos foram secos com Na,SO, anidro e uma
solucdo de 1% de cada Oleo dissolvido em hexano foi, separadamente, analisada por CG-
EM.

A identificacdo dos componentes foi feita por comparacdo de seus respectivos

indices de Kovats, em relacdo a uma série homodloga de n-alcanos, e do padrdo de
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fragmentagdo observado nos espectros de massa com dados da literatura e da biblioteca

eletrénica Wiley (MCLAFFERTY e STAUFFER, 1989).

3.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

O ensaio de avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizado na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de S&o Paulo, pelo biblogo Marcos Lima, sob a
coordenacéo do Dr. Paulo Roberto H. Moreno.

Os oleos volateis foram avaliados pelo método de microdiluicdo em caldo, frente aos
microrganismos Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC 25923) (Gram-positiva),
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) (Gram-negativas) e
Candida albicans (ATCC 10231) (levedura).

As bactérias foram incubadas em meio ATS (Agar Triptose Soja) a 37 °C, enquanto
que o fungo foi cultivado em meio ADS (Agar Dextrose de Sabouraud) a 25 °C.

As amostras foram dissolvidas em solugédo de metanol:DMSO 1:1 (v/v), na proporgao
de 1:4 de modo que a concentracao final do 6leo em cada poco fosse de 3,125 yL/mL.

Solugbes de 1 mg/mL dos antibidticos cloranfenicol, amicacina e nistatina foram
empregadas como controles positivos com 0s microrganismos S. aureus e E. coli, P.
aeruginosa e C. albicans, respectivamente. O ensaio consistiu na inoculacdo de 10 ni de
amostra, ou controle, em 190 ni. do meio de cultura com concentraco ajustada para 2 x 10°
UFC/mL em cada poc¢o da microplaca.

As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica por 24 horas na temperatura de
37 °C nos ensaios com as bactérias, e por 48 horas na temperatura de 25 °C no ensaio
conduzido com o fungo. ApGs o periodo de incubacao, as microplacas foram lidas em
espectrofotdbmetro de ELISA (SLT Spectra) no comprimento de onda de 630 nm
(LENCZEWSKI et al., 1996; MATILA, 1987; SALIE et al., 1996; WILLINGER et al., 2000;

DEVIENNE et al. 2002).
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3.5 Avaliacao da atividade antimalérica

O ensaio de avaliagdo da atividade antimalarica foi realizada no Laboratério de
Cultivo de Plasmodium falciparum e Testes de Atividade Antiplasmodial, da Fundacéao de
Medicina Tropical do Amazonas, coordenado pelo Dr. Pedro Paulo R. Vieira.

As substancias foram dissolvidas em DMSO na concentra¢do estoque de 5 mg/mL e
posteriormente diluidas no meio completo para obtencédo das concentracdes teste de 50 e

2,5 ng/mL, sendo cada concentracao testada em triplicata.

3.5.1 Cultivo in vitro de Plasmodium falciparum

A cepa multiresistente K1 de P. falciparum (MRA-159, MR4, ATCC Manassas,
Virginia) foi mantida em cultivo continuo segundo a técnica desenvolvida por TRAGER e
JENSEN (1976), que se baseia no desenvolvimento laboratorial dos estagios eritrocitarios
dessa espécie parasitéaria.

Apds o descongelamento da cepa, os parasitas foram cultivados em garrafas de
poliestireno hermeticamente fechadas, mantidas a 37 °C, numa atmosfera de baixa tensdo
de oxigénio, as quais foi adicionada suspenséo de eritrocitos suficiente para a obtencao de
500 nL de sangue parasitado (suspensdo de eritrécitos tipo A" a 5% (v/v) em um
hematdcrito de 50%) e 4,5 mL de solugdo composta pelo meio RPMI 1640 suplementado
com 32 mM de NaHCOj;, 25 mM Hepes (C¢HigN-O,4S), 12 mM TES (acido sulfénico-N-
tris[hidroximetil]-metil-2-aminoetano), 37 mM hipoxantina, 2 mM glutamina, 10 mM glicose e
10% de plasma humano tipo A",

A troca do meio RPMI suplementado com plasma humano inativado, foi feita
diariamente. A adicdo de suspensao de heméacias ndo parasitadas foi feita em periodos de
48 horas, sempre que se observou o predominio de esquizontes e/ou parasitemia maior do
que 2 %. O acompanhamento do crescimento parasitario também foi feito a cada 24 horas,
durante o procedimento de troca do meio de cultura e adicdo da mistura de gases para a

obtencdo da atmosfera de baixa tensdo de oxigénio.
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A contagem de parasitas vidveis foi realizada pela observagdo de estendidos
hematolégicos corados pelo método pandtico. A parasitemia foi calculada na forma de
percentual de formas eritrociticas viaveis observadas durante a contagem de 1000

hemaécias.

3.5.2 Teste in vitro para avaliacdo da inibicdo do crescimento do P. falciparum

Os parasitas foram primeiramente sincronizados para o estagio trofozoita na forma
de anel por tratamento com sorbitol (LAMBROS e VANDERBERG, 1979). Um volume de 20
nL de cada solugdo estoque (5 mg/mL) foi transferido para microtubos contendo o meio de
cultura completo. Destes microtubos foram retiradas aliquotas de 150 ni, as quais foram
transferidas para cada poco de microplacas contendo 96 pocos cada. Em seguida, a estes
pocos foram acrescentados 100 nL de sangue parasitado, obtendo-se um volume final de
250 L. Foi utilizada uma parasitemia inicial de 1-2 % e hematécrito de 3 %.

As placas foram deixadas em repouso na auséncia de luz direta (para evitar
possiveis resultados falso-positivos devido a geracdo de compostos fototdxidos) a 37 °C, em
atmosfera a 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N..

A atividade antiplasmaodica foi avaliada apés 24 horas e a parasitemia em cada poc¢o
foi determinada pelo exame do esfregaco sanguineo corado pelo método do pandtico em
microscopio Optico, com objetiva de 100x. A parasitemia é expressa em porcentagem de
formas eritrociticas viaveis observadas durante a contagem de 3000 heméacias (ANDRADE-
NETO et al., 2003).

A porcentagem de inibicAo do crescimento dos parasitas foi determinada pela
comparacdo com os controles de crescimento sem amostra, de acordo com a relacdo

abaixo.

% inibicdo = (parasitemia do controle — parasitemia com amostra) x 100

parasitemia do controle
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3.6 Avaliacao da atividade leishmanicida

O ensaio de avaliagdo da atividade leishmanicida foi realizada no Instituto de
Medicina Tropical de S&o Paulo, pelo grupo do professor Dr. Angelo Lindoso.

Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania amazonensis
(WHO/BR/O0/LT0016 - cutanea), L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903 - mucocuténea) e L.
chagasi (MHOM/BR/72/cepa 46 - visceral), as quais foram mantidas em meio liquido M199
suplementado com soro fetal bovino e 2% de urina humana a 26 °C.

2 mg de cada amostra foram dissolvidas em solu¢cdo de DMSO (100 L) e meio de
cultura (1900 i) e filtradas em membrana esterilizante de 0,22 mm.

Cerca de 1x10’ células promastigotas foram separadamente incubadas em placas de
24 pocos a 26 °C por 72 h na presenca de concentracdes crescentes da amostra testada
(20, 50, 100 e 200 ng/mL). O volume final de cada poco foi de 1 mL e o periodo de
incubacéo consistiu de 3 dias.

No terceiro dia de incubacéo, periodo no qual os parasitas se encontram na fase
estaciondria de crescimento, procedeu-se a contagem do numero de células em cada poco
com o auxilio de camara de Neubauer. O controle foi feito usando-se a curva de crescimento
do parasita (controle negativo). Os valores de ICs, foram estimados a partir dos graficos de

inibicdo dose-resposta usando-se o programa Prisma 3.0.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao estrutural das substancias isoladas

4.1.1 Lignanas e neolignanas

Os lignéides constituem uma importante classe de produtos naturais, cujos
compostos possuem esqueleto formado pelo grupo fenilpropénico (Cs-Cs). A grande maioria
dos ligndides pertence ao grupo das lignanas e das neolignanas, que sao dimeros
oxidativos de unidades fenilpropanicas (GOTTLIEB e YOSHIDA, 1984).

Com base na origem biogenética das substancias, Gottlieb (1978) definiu o termo
lignana como dimeros de acidos cindmicos e/ou alcoois cinamilicos, enquanto que o termo
neolignana incluiria os dimeros de propenilfenéis e de alilfendis. Dessa forma, as lignanas
apresentariam o carbono 9 da cadeia lateral oxigenado, enquanto que as neolignanas
estariam isentas de oxigénio nesse carbono.

Fundamentada somente nas caracteristicas estruturais dos compostos e
desconsiderando a definicdo introduzida por Gottlieb no que se refere a oxigenagdo do
carbono 9 da cadeia lateral, atualmente a IUPAC recomenda o uso do termo lignana para os
dimeros de unidades Cg-C; ligadas pelos carbonos 8,8’ de suas respectivas cadeias laterais,
enguanto que o termo neolignana é reservado para designar os dimeros unidos por outras
posicbes diferentes das 8,8'. Aceitando-se ainda algumas variacdes dessas terminacdes,
como o termo oxineolignana, usado para os dimeros nos quais um atomo de oxigénio
proporciona a unido entre as duas unidades Cs-C5; (MOSS, 2000).

A Figura 4 apresenta os esqueletos dos lignéides mais comumente encontrados nas
miristicAceas neotropicais, juntamente com suas respectivas denominagbes usual e
sistematica. Em geral, um dos anéis aromaticos, ou ambos, é oxisubstituido nas posicoes 3
e 4 e representados pelas unidades guaiacila (4-hidroxi-3-metoxi-fenil), veratrila (3,4-

dimetoxi-fenil), catequila (3,4-di-hidroxi-fenil) e piperonila (3,4-metilenodioxi-fenil), podendo
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ocorrer ainda as trissubstituicbes nas posicoes 3, 4 e 5, 0 que origina as unidades tri-O-

metilpirogalila (3,4,5-trimetoxi-fenil) e 3-hidroxi(ou metoxi)-4,5-metilenodioxi-fenil.

)

1 9
8
U 9
Grupo o . .
fenilpropanico Diarilbutano (usual) Ariltetralina
8,8'-lignana (IUPAC, 2000) 2,7'-ciclolignana
O O@\/\ O\©\/\
ok ©I ° ©j
Benzofurano Benzodioxano Ariloxiarilpropano
4’ 7-ep6xi-8,3’-neolignana 3',7-epdxi-8,4’-oxineolignana 8,4’-oxineolignana

W,

Tetraidrofurano
7,7-epoxilignana

Bifenilica

Furofurano
3,3’-neolignana 7,9":7',9-diepoxilignana

Figura 4. Esqueleto basico de ligndides comumente encontrados em miristicaceas neotropicais.

4.1.1.1 Substéancias 1 e 2

Os espectros de RMN de 'H das substancias 1 e 2 (Espectros 1 e 2, p. 108 e 109)
apresentam absor¢cBes caracteristicas de neolignanas benzofurédnicas. Em ambos os
espectros sdo observados sinais de hidrogénios vinilicos terminais (d 5,19 - 5,09) e vinilico
metinico (d 6,06), que juntamente com o dubleto em 3,49 ppm (J = 6,6 Hz, 2H), caracterizam
um grupo alila. Observa-se ainda um singleto em d 2,43 (3H), atribuido ao grupo metila
ligado a carbono insaturado do anel furanico (C-8).

A substancia 1 apresenta sinais correspondentes a trés grupos metoxilas (d 4,03,

3,99 e 3,94), enquanto que 2 apresenta sinais para duas metoxilas (4,03 e 3,99 ppm) e um
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singleto em d 5,31, tipico de hidroxila fendlica, evidenciando a Unica diferenca entre estas
substancias.

Os espectros de RMN de *C de ambas as substancias (Espectros 3 e 4, p. 110 e
111) também apresentam algumas semelhangas e confirmam a presenca do grupo alila (d
40,6; 138,0 e 115,6), do anel benzofuranico (d 151,3+0,1; 110,15+0,15; 135,1; 109,75+0,25;
144,7; 141,5; 124,05+0,25 e 111,0), da metila em C-8 (9,6 ppm), bem como dos grupos
metoxilas (d 56+0,1). A substituicdo do grupo metoxila pela hidroxila em C-4 na substancia
2, causa protecdo dos carbonos 3 e 4 e desprotecdo de C-5 e C-6. A atribuicdo dos
carbonos da substancia 2 foi feita com base no padrdo descrito na literatura para a unidade
guaiacila e através de seu espectro HETERO-COSY (Espectro 5, p. 112), uma vez que a
literatura carece desses dados para uma comparacao direta.

Os espectros de massas de 1 e 2 (Espectros 6A e 6B, p. 113) apresentaram,
respectivamente, 0s picos m/z 338 e m/z 324 como ion molecular e pico base. A diferenca
de 14 u.m.a. (CH,) entre essas substancias também confirma a Unica diferenca entre
ambas, conforme verificado em seus respectivos espectros de ressonancia. Todos os dados
observados estao de acordo com os descritos na literatura para as neolignanas carinatina e

carinatidina (Figura 5), ambas isoladas originalmente de V. carinata.

R = OMe (1)
R=OH (2)

Figura 5. Estrutura molecular das neolignanas carinatina (1) e carinatidina (2).
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Tabela 7 - Dados de RMN de *H e **C de 1 e 2 (CDCls, 4,7 T) e dados de RMN de **C da

carinatina.
lSC
Posico d (ppm), multiplicidade, J (Hz) d (ppm)
1 2 1 Carinatina 2
(Marques, 1992)
1 - - 133,0 133,1 133,0
2 7,36 - 7,33 (m) 7,33 -7,25 (m) 107,5 108,1 107,5
3 - - 148,9 149,2 146,6
4 - - 148,9 149,2 145,7
5 6,96 (d, 9,0) 6,99 (d, 7,9) 110,9 110,9 1144
6 7,33-7,37 (m) 7,33 -7,25 (m) 119,9 120,0 120,6
7 - - 151,2 151,3 1514
8 - - 110,3 110,6 110,0
9 2,43 (s) 2,41 (s) 9,6 9,3 9,6
T - - 135,1 135,2 135,1
2 6,65 (sl) 6,64 (sl) 110,0 110,1 109,5
3 - - 1447 1447 1447
4 - - 141,5 141,6 141,4
5 - - 124,3 124,5 123,8
6’ 6,94 (d, 1,2) 6,93 (sl) 1111 111,6 111,0
T 3,49 (d, 7,0) 3,48 (d, 6,6) 40,6 40,6 40,6
, 6,06 6,02
8 (ddt 6,6:10,1¢167) (ddt 6,6:101¢e167) o0 1379 138,0
9 5,19 - 5,09 (m) 5,18 - 5,07 (m) 115,6 115,3 115,6
MeO-3 3,99 (s) 3,98 (s) 56,1 56,2 56,1
MeO-4 3,94 (s) - 56,0 56,0 -
OH-4 - 5,77 (sl) - - -
MeO-3’ 4,03 (s) 4,02 (s) 55,9 55,9 56,1

4.1.1.2 Substancias 3e 4

As substancias 3 e 4 também apresentam espectros de RMN de 'H e C

semelhantes entre si, sendo a Unica diferenca entre elas os substituintes de um dos anéis
aromaticos.

Algumas absor¢bBes caracteristicas de neolignanas di-hidrobenzofuranicas séo
observadas em ambos os espectros tais como um dubleto em d 5,09 (J = 9,6 Hz), referente
ao hidrogénio oximetinico, um multipleto centralizado em 3,46 ppm, atribuido ao H-8 e um
dubleto em d 1,38 (J = 6,9 Hz), referente ao grupo metila na posi¢cdo 9. Observa-se ainda o
conjunto de sinais tipicos do grupamento alila e singletos referentes a metoxilas. O espectro

de RMN de 'H de 3 mostra sinais referentes a trés metoxilas distintas (3,90, 3,89 e 3,88
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ppm), enquanto que o espectro de 4 apresenta apenas duas metoxilas (3,90 e 3,88 ppm),
juntamente com um sinal de hidroxila fendlica em d 5,64 (Espectros 7 e 8, p. 114 e 115).

O espectro de RMN de **C de ambas as substancias (Espectro 9 e 10, p. 116 e 117)
confirmam a presenca do grupamento alila, do carbono oxibenzilico (93,6 ppm, C-7), bem
como do carbono metinico C-8 e da metila ligada a um carbono terciario saturado (d 17,4, C-
9). A existéncia do grupo hidroxila em C-4 de um dos anéis aromaticos da substancia 4 é
ainda verificada pela protecdo dos sinais referentes a C-3 e C-4, acompanhada pela
desprotecéo de C-5 e C-6.

Os espectros de RMN e de EM (Espectros 11A e 11B, p. 118) obtidos para 3 (340
[M]™) e 4 (326 [M] ") séo consistentes com os registrados na literatura para as neolignanas
di-hidrocarinatina e di-hidrocarinatidina, ambas também isoladas originalmente de V.
carinata. A determinacdo da configuracao relativa foi baseada na andlise da constante de
acoplamento de H-7 (J = 9,8 Hz), que indica uma relacdo trans entre a metila ligada a C-8 e

0 anel aroméatico em C-7.

10 |
OMe
R 6

R = OMe (3)
R =OH (4)

Figura 6. Estruturas moleculares da di-hidrocarinatina (3) e da di-hidrocarinatidina (4).
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Tabela 8 - Dados de RMN de *H e **C de 3 e 4 (CDCls, 4,7 T) e dados de RMN de **C da di-

hidrocarinatina e da di-hidrocarinatidina.

1H lSC
d (ppm), multiplicidade, J (Hz) d (ppm)
Posicéo Di- Di-
3 4 3 hidrocarinatina 4 hidrocarinatidina
(Marques, 1992) (Marques, 1992)
1 - - 137,9 137,7 132,2 132,2
2 7,00 - 6,95 (m) 6,99 - 6,91 (m) 109,5 109,4 108,9 108,9
3 - - 149,1 149,1 146,7 146,6
4 - - 149,1 149,0 145,7 145,7
5 6,85 (d, 7,9) 6,99 - 6,91 (M) 110,7 110,7 114,0 114,0
6 7,00 - 6,95 (m) 6,99 - 6,91 (m) 119,3 119,2 119,9 119,9
7 5,11 (d, 9,7) 5,09 (d, 9,8) 93,6 93,5 93,7 93,7
8 3,51- 3,43 (m) 3,50 - 3,45 (M) 45,7 45,6 45,8 45,7
9 1,38 (d, 6,6) 1,38 (d, 6,8) 17,5 17,4 17,4 17,4
1 - - 133,1 133,1 133,5 133,5
2’ 6,62 (s) 6,62 (s) 111,8 111,8 111,8 111,8
3 - - 145,1 145,0 144,0 144,0
4 - - 1441 144,0 108,9 109,1
5 - - 133,5 133,5 133,2 133,5
6’ 6,64 (s) 6,64 (s) 115,6 115,6 115,6 115,6
7 3,37 (d, 6,6) 3,37 (d, 6,8) 40,2 40,1 40,2 40,2
, 5,99 5,98

8 (ddt 6,6:101e17.1) (ddt 6,6:101¢e17.1) o7 1378 1379 1379
9 5,16 - 5,06 (m) 5,17 - 5,06 (m) 115,6 115,5 115,6
MeO-3 3,89 (s) 3,89 (s) 55,9 55,9 55,9 56,0

MeO-4 3,89 (s) - 55,9 55,9 - -

HO-4 - 5,31 - - - -
MeO-3’ 3,89 (s) 3,89 (s) 55,9 55,9 55,9 56,0

4.1.1.3 Substancia 5

O espectro de RMN de 'H da substancia 5 (Espectro 12, p. 119) apresenta dois

dubletos em d 6,76 e d 6,74, ambos com J = 2,2 Hz, 0 que sugere a presenc¢a de um anel

aromatico 1,3,4,5-tetrassubstituido. Observa-se ainda o conjunto de sinais caracteristico do

grupamento alila (5,99; 5,09 e 3,37 ppm) e um singleto em d 3,92.

Em seu espectro de RMN de *C (Espectro 13, p. 120) é possivel observar a

presenca de 10 carbonos distintos, que confirmam a presenca do grupo alila (39,9, 137,6 e

115,7 ppm), do grupo metoxila (56 ppm) e do anel aromatico.
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A comparacdo dos dados de RMN e de EM (326 [M]*) da substancia 5 (Espectro 14,
p. 121) com os descritos na literatura para a neolignana denominada desidro-dieugenol,

permite concluir que se tratam do mesmo composto.

OMe
Figura 7. Estrutura molecular do desidro-dieugenol.

Tabela 9 - Dados de RMN de *H e *C da substancia 5 (CDCls, 4,7 T) e dados de RMN de **C

do desidro-dieugenol.

I Bc
Posico d (ppm), multiplicidade, J (Hz) d(ppm)
5 5 Desidro-dieugenol
(SUAREZ et al., 1983)
1/7 - 131,9 131,9
212 6,74 (d, 2,2) 123,1 123,3
3/3 - 124,4 124,5
414 - 140,8 141,1
5/5 - 147,2 147,3
6/6 6,76 (d, 2,2) 110,6 110,8
717 3,37 (d, 6,6) 39,9 40,0
8/8 5,97 (ddt, 6,9; 10,2 e 17,1) 137,6 137,7
9/9 5,17 - 5,05 (M) 115,7 115,7
MeO-5/5’ 3,92 (s) 56,0 56,1

4.1.1.4 Substancias 6, 7, 8,9 e 10
Os espectros de RMN de 'H e *C das substancias 6, 7, 8, 9 e 10 apresentam
absorcdes tipicas de lignanas tetra-hidrofurédnicas com as estereoquimicas relativas aos

carbonos 7, 8, 8' e 7 mostradas na figura abaixo.



61

9 9

\e_ & \ / \
AN T O TN Ar A 07 Ar A 07 Ar
trans, trans, trans trans, CiS, trans trans, trans, cis

Figura 8. Estereoquimica relativa das lignanas tetra-hidrofuranicas isoladas.

As estereoquimicas trans, cis, trans e trans, trans, trans conferem elementos de
simetria as moléculas, impedindo a distincao dos hidrogénios oxibenzilicos (7/7’), metinicos
(8/8") e metilicos (9/9’), enquanto que na estereoquimica trans, trans, cis os sinais referentes
aos proétons 7/7’, 8/8 e 9/9' sdo diferentes entre si, uma vez que 0s grupos arilicos em cis
possuem rotagao restrita acarretando a prote¢do anisotropica de H-9’ e a desprote¢éo de H-
7 (HATTORI et al., 1987; LOPES, 1997).

No espectro de RMN de 'H das substancias 6, 7 e 8 (Espectros 15-17, p. 122-124)
sdo observados sinais em d 1,04+0,01 (d, H-9/9’), d 2,34 (m, H-8/8") e em d 4,51+0,02 (d, H-
7/7"), absor¢cBes estas condizentes com a estereoquimica trans, cis, trans. A substancia 9
(Espectro 18, p. 125) apresenta sinal referente a H-7/7' mais desprotegido e H-8/8" mais
protegido, em relacdo aos compostos anteriores (6, 7 e 8), 0 que sugere a ocorréncia da
configuracao trans, trans, trans. A observacéo de dois dubletos em d 0,67 (H-9") e d 1,06 (H-
9), dois multipletos centrados em 2,26 ppm (H-8) e 1,76 ppm (H-8') e os dois dubletos em d
5,11 (H-7) e d 4,40 (H-7’) no espectro de RMN de 'H da substancia 10 (Espectro 19, p. 126)
evidencia a estereoquimica trans, trans, cis.

Os sinais de RMN de *C de C-7/7, C-8/8 e C-9/9' também proporcionam
informac®es diagndsticas sobre a configuracao relativa de lignanas tetra-hidrofuranicas. Os
sinais de C-8 e C-8' aparecem em cerca de 44, 51 e 46-48 ppm, enquanto que C-9 e C-9’
ressonam em 13, 14 e 15 ppm para as formas trans, cis, trans; trans, trans, trans e trans,
trans, cis, respectivamente. Nas duas primeiras formas, os carbonos C-7/7', C-8/8' e C-9/9'
absorvem na mesma regido, enquanto que na ultima, esses carbonos passam a ressonar

em regides distintas (HATTORI et al., 1987) (Espectros 20-24, p. 127-131).



substancias 6, 7, 8, 9 e 10 com os descritos na literatura permitiu identifica-las como sendo
as lignanas galgravina,

respectivamente. Embora tais lignanas sejam muito comuns em miristicAceas amazonicas,

nectandrina A,

nectandrina B, galbelgina e verrucosina,

este é primeiro relato sobre a sua ocorréncia em V. pavonis.

A comparacdo dos dados de RMN e EM (Espectros 25A-25E, p. 132) das

Tabela 10 - Dados de RMN de 'H das substancias 6, 7, 8, 9 e 10 (CDCl; 4,7 T).

d (ppm), multiplicidade, J (Hz)

: 6 7 8 9 10
717 453(d,63)  467(d,9.2) jzgi Eg Zg; 4,49 (d, 6,1) i:ié Eg g:g;
8/8 2,34 (m) 1,79 (m) 2,34 (m) 2,33 (m) iig E:;
9/9  105(d 66 1,05 62) i:gi Eg 22 1,03 (d, 6,6) égg Eg sg;
ArH  6,99-6,85(m) 7,0-6,83(m) 6,99-685(m) 7,04-6,85(m) 7,05- 6,80 (m)

MeO-3 3,89 (s) 3,92 (s) 3,89 (s) 3,88 (s) 3,91 (s)
MeO-4 3,88 (s) 3,86 (s) 3,88 (s) - -
MeO-3' 3,89 (s) 3,92 (s) 3,89 (s) 3,88 (s) 3,85 (s)
MeO-4’ 3,88 (s) 3,86 (s) - - -
OH-4 ; ; ; 5,59 (sl) 5,63 (sl)
OH-4' - - 5,59 (s) 5,59 (sl) 5,63 (sl)

R = MeO, R’ = MeO (6)
R = MeO, R’ = OH (7)
R=OH, R’ = OH (8)

OMe

OMe

,,I“@OMe
OH

10

HO

Figura 9. Estruturas moleculares das neolignanas tetra-hidrofuranicas isoladas.



Tabela 11 - Dados de RMN de *C das substancias 6, 7, 8, 9 e 10 e das neolighanas galgravina, galbelgina, nectandrina A, nectandrina B e
verrucosina (CDCls, 4,7 T).

d (ppm)
C Galgravina Nectandrina A Nectandrina B Galbelgina Verrucosina
6 (FONSECA 7 (SHIMOMURA 8 (HATTORI et 9 (PAULO, 1983) 10 (HATTORI et
et al., 1979) etal., 1988) al., 1987) : al., 1987)
1 134,7 134,6 134,8 134,8 134,2 134,1 134,9 134,1 133,2 132,8
2 109,6 109,6 109,7 109,8 109,1 109,2 109,1 108,4 109,4 109,5
3 148,9 148,7 148,9 148,9 146,4 146,4 149,0 148,1 146,5 146,5
4 148,4 148,2 148,4 148,3 145,0 145,0 148,5 147,6 145,2 145,2
5 110,9 110,8 110,9 1111 114,1 114,1 110,8 110,1 114,2 114,1
6 118,5 118,4 118,5 118,5 119,3 119,2 118,6 117,7 119,3 119,3
7 87,2 87,1 87,2 87,2% 87,3 87,2 88,3 87,3 87,3 87,3
8 44,3 44,3 44,2 44,2° 44,3 44,2 50,9 50,1 47,7 47,8
9 12,9 12,9 12,8 12,8 12,9 12,8 13,8 13,1 14,9 14,9
r 134,7 134,6 134,1 134,1 134,2 134,1 134,9 134,1 132,7 132,2
2 109,6 109,6 109,1 109,1 109,1 109,2 109,1 108,4 109,7 109,8
3 148,9 148,7 146,4 146,5 146,4 146,4 149,0 148,1 146,2 146,2
4 148,4 148,2 145,0 145,0 145,0 145,0 148,5 147,6 1447 144,6
5’ 110,9 110,8 1141 114,1 114,1 114,1 110,8 110,1 113,8 113,8
6’ 118,5 118,4 119,2 119,2 119,3 119,2 118,6 117,7 119,9 119,9
7 87,2 87,1 87,3 87,3% 87,3 87,2 88,3 87,3 83,1 83,1
8’ 44,3 44,3 44,3 44,3 44,3 44,2 50,9 50,1 45,9 46,0
9 12,9 12,9 12,9 12,9 12,9 12,8 13,8 13,1 14,9 15,0
MeO-3 55,8 55,8 55,8 55,7 55,8 55,8 55,8 55,8 55,8 55,8
MeO-4 55,8 55,8 55,9 55,9 - - - - - -
MeO-3' 55,8 55,8 55,8 55,7 55,8 55,8 55,8 55,8 55,8 55,8
MeO-4’ 55,8 55,8 - - - - - - - -

2 AtribuicBes permutaveis.
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Figura 10. Padréo de fragmentag&o das lignanas tetra-hidrofuranicas de acordo com Hattori et al.
(1987).

Tabela 12 - Fragmentos de massa das lignanas tetra-hidrofuranicas isoladas.

m/z (int. rel. %)

Substancia
M7 A B C D E F

6 372(24)  178(13) 194 (4) 206 (100) 166 (4) 191 (61) 165 (20)
7 372 (20) 178 (44) 194 (20) 206 (100) 166 (2) 191 (74) 165 (7)
8 358 (34 178 (16) 194 (9) 206 (81) 166 (16) 191 (66) 165 (9)

(34) 164 (9) 180 (3) 192 (100) 152 (5) 177 (56) 151 (47)
9 344 (7) 164 (17) 180 (10) 192 (100) 152 (14) 177 (54) 151 (44)
10 344 (7) 164 (18) 180 (7) 192(100) 152 (21) 177(57) 151 (64)

4.1.1.4 Substancias 11 e 12
Através da andlise de seus respectivos espectros de RMN de 'H e *C, as
substancias 11 e 12 foram identificadas como sendo as formas eritro e treo,
respectivamente, da neolignana denominada  1'-alil-7-hidroxi-3,4,3'-trimetoxi-8,4'-
oxineolignana (MOSS, 2000).
Os espectros de RMN de 'H de ambas as substancias (Espectros 26 e 27, p. 133 e
134) apresentam absor¢bes referentes ao grupamento alila e a trés grupos metoxilas

distintos, juntamente com sinais na regido entre 7,00 - 6,72 ppm, integrando para seis
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hidrogénios. A distincdo entre ambas é feita pelos deslocamentos quimicos dos hidrogénios
7,8¢e 9, que em 11 absorvemem d 4,84 (d, J = 2,6 Hz), d 4,33 (m), e d 1,18 (d, J = 6,6 HZz),
enguanto que em 12 0s mesmos se encontram mais protegidos, ressonando em d 4,64 (d, J

=8,3Hz),d4,06(m)ed1,17 (d, J = 6,1 Hz), respectivamente.

eritro (11)
treo (12)

Figura 11. Estrutura molecular das formas diastereoisoméricas da oxineolignana isolada.

De acordo com BRAGA et al. (1984) tanto a estereoquimica, quanto a conformacéao
mais provavel das substancias 11 e 12 podem ser deduzidas pela andlise de seus
respectivos espectros de RMN de 'H. Levando-se em consideracdo a existéncia de uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre a hidroxila benzilica e o oxigénio do grupo ariloxi,
os rotameros A, B e C (Figura 12) sdo os Unicos que poderiam contribuir significativamente
para as conformagfes destes éteres arilicos. As constantes de acoplamento J;g de 3 e 8 Hz
sdo consistentes com angulos diedros de 60° e 180° entre H-7 e H-8, para as formas eritro e
treo, respectivamente, o que permite associar o conférmero C com o maior valor de J para a

forma treo, e os conférmeros A e/ou B para a forma eritro.

Ar,
o1 Me H
|
Arl O Ar]_ O\!_| Ar]_ O\!_|
H o’ Me o’

Me H H [ H |

H Ar, Ar,

A B C

Figura 12. Conformacdes possiveis para as formas diastereoisomeéricas de 8,4’-oxineolignanas.



66

Embora n&o se tenha duvidas sobre a identificagdo da substancia 12 como sendo a
forma treo da oxineolignana supracitada, obteve-se um espectro HETERO-COSY (Espectro
30, p. 137) para a atribuicdo da parte alifatica da mesma, uma vez que foi observada uma
ligeira divergéncia entre os dados obtidos e aqueles descritos na literatura.

A forma eritro ja tinha sido isolada do arilo de M. fragrans, enquanto que a forma treo
foi sintetizada por Braga et al. (1984). Este € o primeiro relato sobre a obtencéo da forma
treo como produto natural, sendo ambas neolignanas isoladas pela primeira vez da espécie
V. pavonis.

A ocorréncia de 8,4'-oxineolignanas como produto natural é relativamente pequena e
tais ligndides tém sido isolados quase que exclusivamente de miristicaceas. Em estudos
anteriores as substancias 11 e 12 apresentaram significativa atividade contra fungos

dermatofitos, sendo a forma eritro mais ativa (ZACCHINO et al., 1997).

Tabela 13 - Dados de RMN de 'H e **C (CDCls, 4,7 T) de 11 e 12 e RMN de **C das formas
eritro e treo (BRAGA et al., 1984).

1H 13C
Posicao d (ppm), multiplicidade, J (Hz) d (ppm)
11 12 11 eritro 12 treo
1 - - 1325 1324 132,6 132,3
2 7,00 - 6,75 (m) 6,97 - 6,72 (M) 110,7 1104 1108 110,3
3 - - 1481 147,8 1488 1482
4 ; - 151,4 150,9 150,7 150,0
5 7,00 - 6,75 (m) 6,97 - 6,72 (M) 109,4 1092 109,9 109,6
6 7,00 - 6,75 (m) 6,97 - 6,72 (M) 1211 120,7 1208 120,3
7 4,84 (d, 2,6) 4,64 (d, 8,3) 734 733 784 775
8 4,33 (m) 4,06 (m) 825 81,8 844 828
9 1,18 (d, 6.6) 1,17 (d, 6.1) 135 132 171 16,2
1 - - 1355 1349 1353 134,3
2 7,00 - 6,75 (m) 6,97 - 6,72 (M) 1124 1122 1124 111,9
3 - - 148,8 1485 1488 1484
& - - 144,7 1446 1460 1453
5 7,00 - 6,75 (m) 6,97 - 6,72 (M) 118,4 1182 1192 1182
& 7,00 - 6,75 (m) 6,97 - 6,72 (m) 119,90 1192 1200 1193
7 3,37 (d, 7,0) 3,37 (d, 6,6) 399 396 399 39,3
, 5,98 5,95
8 (ddt, 16,6: 10,3 € 6,6)  (ddt, 16,6: 105e 6,6) o2 1370 1374 1368
9 5,16 - 5,07 (M) 5,15 - 5,07 (m) 1159 1155 1159 1152
MeO 3,90; 3,89: 3,88 3,91:389:388(s) 558 555 2>/ 552

55,9
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Figura 13. Proposta de fragmentacéo das oxineolighanas 11 e 12.

4.1.1.5 Substéncia 13
A substéncia 13 foi identificada como sendo a neolignana denominada carinatona,
isolada originalmente de V. carinata. O espectro de RMN de 'H dessa substancia (Espectro
32, p. 139) apresenta o conjunto de sinais caracteristicos do grupo alila (3,23; 5,87 e 5,00
ppm), dois singletos em d 3,89 e d 3,87, correspondentes a grupos metoxilas, juntamente
com um singleto em 5,31 ppm, tipico de hidroxila fendlica. A observacdo de um dubleto em
1,47 ppm (J = 6,6 Hz) e de um quarteto em 5,06 ppm (J = 6,9 Hz) sugere a presenca de um

grupo metila secundério adjacente a um grupo carbonila. O padréo de substituicdo dos dois
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anéis aromaticos foi determinado pela a observagéo de dois dubletos centrados em d 6,53 e
d 6,56 com J = 2 Hz cada, que indicam uma orientacdo meta para H-2' e H-6’, juntamente
com os sinaisem d 6,82 (d,J=8,7Hz),d 7,62 (d,J=2,1Hz)ed 7,73 (dd, J=2,1 e 8,4 H2)
gque evidenciam um sistema ABX para H-5, H-2 e H-6, respectivamente, do outro anel. A
substancia 13 foi identificada apenas por comparacéo dos dados de RMN de 'H, n&o sendo
possivel a obtencéo dos espectros de RMN de **C e massas por motivo de decomposicéo

da substancia.

Figura 14. Estrutura molecular da carinatona.

Tabela 14 - Dados de RMN de 'H de 13 e da carinatona (CDCl;, 7,05 T).

H
Posicao d (ppm), multiplicidade, J (Hz)
13 Carinatona
(KAWANISHI et al., 1982)
2 7,62 (d, 2,1) 7,61 (d, 1,9)
5 6,82 (d, 8,7) 6,80 (d, 8,6)
6 7,73 (dd, 2,1 e 8,4) 7,72 (dd, 1,9 e 8,6)
8 5,06 (q, 6,9) 5,03 (q, 6,8)
9 1,47 (d, 6,6) 1,46 (d, 6,8)
2’ 6,53 (d, 2,0) 6,53 (d, 2,0)
6’ 6,56 (d, 2,1) 6,55 (d, 2,0)
7 3,23 (d, 6,6) 3,22 (dt, 1,6 € 6,7)
; 5,86
8 5,87 (m) (ddt, 6,7; 9,2 e 17,0)
, 4,99
9 5,03 - 4,97 (m) (ddt, 1,6: 2,0 e 17,0)
MeO-3 3,89 (s) 3,88 (s)
MeO-4 3,87 (s) 3,85 (s)
MeO-5’ 3,89 (s) 3,88 (s)

OH-4' 5,31 (s) 5,92 (s)




69

4.1.1.6 Substancia 14

O espectro de RMN de 'H da substancia 14 (Espectro 33, p. 140) apresenta dois
dubletos em d 0,85 (J = 6,2 Hz, 3H) e d 1,07 (J = 6,2 Hz, 3H), um dubleto em 3,37 ppm (J =
10,3 Hz) atribuivel a um préton dibenzilico, dois duplos dubletos centrados em d 2,75 (J =
4,4 e 158 Hz) e d 2,59 (J = 10,1 e 15,8 Hz), que juntamente com as absor¢des observadas
na regido aromatica sugerem a presenca de uma neolignana ariltetralinica.

O padrao de substituicdo dos anéis aromaticos foi definido através da anadlise das
constantes de acoplamento observadas para os sinais na regido de 6,85-6,54 ppm. O duplo
dubleto em 6,63 ppm (J = 8,34 Hz e 1,76 Hz) foi atribuido a H-6’, enquanto que os dubletos
centrados em d 6,83 (J = 8,34 Hz) e d 5,55 (J = 2,2 Hz) foram atribuidos respectivamente
aos hidrogénios 5’ e 2’ do anel C. O singleto em 6,25 ppm (1H) foi atribuido ao H-3, uma vez
gue este se encontra protegido através do efeito anisotropico exercido pelo anel C.

O espectro de RMN de *H mostrou ainda dois singletos em 5,48 ppm e 5,28 ppm,
atribuiveis aos dois prétons hidroxilicos presente nesta neolignana.

A constante de acoplamento de 10,3 Hz entre H-7' e H-8 sugere uma relacdo trans
entre estes prétons e a protecdo de H-3 define a posicdo do anel C em equatorial. Estas
observacdes aliadas a comparacao dos deslocamentos quimicos dos prétons metilicos com
dados da literatura definem as relagfes trans-trans e a conformacédo pseudo-equatorial dos

substituintes do anel cicloexanico desta molécula.

Figura 15. Estrutura molecular da guaiacina.
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O espectro de massas de 14 (Espectro 36, p. 143) apresentou pico do ion molecular
[M]* 328 m/z, que também é correspondente ao pico base, juntamente com as
fragmentagBes mostradas na Figura 15.

Os dados de RMN de 'H e de EM dessa substancia sdo condizentes com 0s

descritos na literatura para a neolignana denominada guaiacina, que ja havia sido isolada de

l. juruensis.

Tabela 15 - Dados de RMN de *H e **C de 14 e da guaiacina (CDCls, 4,7 T).

H
Posico d (ppm), multiplicidade, J (Hz) Bc HETERO.COSY
14 Guaiacina d(ppm)
(LOPES, 1997)
1 - - 128,4
2 6,54 (s) 6,46 (s) 110,0 110,0
3 - - 143,9
4 - - 143,3
5 6,26 (s) 6,18 (s) 115,5 115,5
6 - - 133,5
7ax. 2,59 (dd, 10,1 e 15,8) 2,53 (dd, 10,8 e 15,5) 201 201
7eq. 2,75 (dd, 4,4 e 15,8) 2,66 (dd, 4,5 e 15,8) ’ ’
8 1,69 - 1,48 (M) 1,5 (M) 43,7 43,7
9 1,07 (d, 6,2) 1,0 (d, 6,1) 20,0 20,0
1 ) . 138,3
> 6,55 (d, 2,2) 6,48 (d, 2,7) 111,5 111,5
3 - - 146,5
4 - - 1446
5 6,83 (d, 8,34) 6,74 (d, 8,0) 113,9 113,9
6 6,63 (dd, 1,76 e 8,34) 6,56 (dd, 2,7 e 8,0) 122,5 122,5
7 3,37 (d, 10,3) 3,28 (d, 10,3) 54,2 54,2
g 1,69 - 1,48 (M) 1,3 (M) 35,6 35,6
9 0,85 (d, 6,2) 0,78 (d, 6,1) 17,2 17,2
MeO-3 3,82 (s) _ 55,8 55,8
MeO-3 3,84 (s) 3,773,714 (5) 55,9 55,9
OH 5,28 (s) - -
OH 5,48 (s) . .
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Figura 16. Proposta de fragmentacao da neolignana guaiacina de acordo com Lopes (1997).
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4.1.2 Tocotriendides

Os tocotriendides (ou tocotriendis) sdo compostos isoprendides que, juntamente com
os tocoferdis, constituem a familia da vitamina E. Estruturalmente, esses compostos sao
formados por um anel cromano e uma cadeia lateral na posicdo C-2, que nos tocoferois
ocorre como uma cauda fitila saturada, e nos tocotrienGis aparece como uma cadeia
isoprendide insaturada. A atividade antioxidante desses compostos € bem reconhecida
(THERIAULT et al., 1999).

A ocorréncia de tocotriendis na familia Myristicaceae tem sido relatada nos frutos de
algumas espécies de Iryanthera e Pycnanthus (VIEIRA, et al., 1983; FORT et al., 2000;

SILVA et al., 2001).

4.1.2.1 Substancias 15 e 16

Em ambos os espectros de RMN de *H das substancias 15 e 16 (Espectros 37 e 38,
p. 144 e 145) s&o observados dois dubletos em d 6,23+0,02 e d 5,56+0,02 acoplados entre
si (J = 9,8 Hz), caracteristicos dos hidrogénios 3 e 4, respectivamente, dos anéis cromenos
de tocotriendis C-3 insaturados. Observam-se ainda sinais em 6,48+0,01 ppm e 6,32+0,01
ppm, gque no espectro de 15 aparecem como dois singletos largos e no espectro de 16
ocorrem como dois dubletos com J = 3 Hz, que caracterizam o anel cromeno de d-
tocotriendis (6,8-dissubstituidos).

Multipletos centralizados em 5,10 ppm, referente a protons olefinicos, e 2,05 ppm,
correspondente a grupos metilénicos alilicos, sdo verificados em ambos os espectros. No
espectro de hidrogénio de 15 séo observados cinco singletos (d 1,36, d 1,55,d 1,57, d 1,67 e
d 2,12), enquanto que no espectro de 16 observam-se apenas quatro singletos (d 1,36, d
1,58, d 1,68 e d 2,14) e um tripleto em 5,99 ppm (J = 7,2 Hz), tipico de hidrogénio vinilico
vizinho a carbonila (H-7".

A diferenca entre essas substancias € ainda evidenciada pela analise de seus

respectivos espectros de RMN de '°C (Espectros 39 e 40, p. 146 e 147). E possivel
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confirmar a presenca de uma funcdo &acida em 16 (172,9 ppm), a qual esta ausente na
substancia 15.

A comparacdo com dados da literatura, juntamente com a analise de seus
respectivos EM (Espectros 41A e 41B, p.148) possibilitaram a identificacdo das substancias
15 e 16 como sendo os tocotriendis sargaol e sargacromenol, respectivamente. O
sargacromenol ja havia sido isolado anteriormente dos frutos de I. juruensis, porém este é o

primeiro relato sobre a ocorréncia do sargaol como metabdlito secundario dessa espécie.

R = Me (15)
R = COOH (16)

Figura 17. Estrutura molecular do sargaol (15) e do sargacromenol (16).



74

Tabela 16 - Dados de RMN de 'H e **C das substancias 15 e 16 (CDCls, 4,7 T) e dados de

RMN de **C do sargaol e do sargacromenol.

osics 'H (ppm), multiplicidade, J (Hz) 3C (ppm)
osicao
15 16 15 (NunjergAa,ollggz) 16 é?gaefrﬂ 5887')
2 - - 77,8 77,9 77,8 77,7
3 5,56 (d, 9,6) 5,58 (d, 9,8) 130,6 130,8 130,6 130,5
4 6,23 (d, 9,6) 6,25 (d, 9,6) 122,9 122,9 122,9 122,8
4a - - 121,3 121,4 121,3 121,2
5 6,33 (sl) 6,33 (d, 3) 110,3 110,3 110,3 110,3
6 - - 148,6 148,8 148,6 148,5
7 6,48 (sl) 6,48 (d, 2,8) 117,1 117,1 117,1 117,0
8 - - 126,3 126,4 126,3 126,2
8a - - 144,8 145,0 144,8 144,6
9 2,12 (s) 2,15 (s) 15,5 15,5 15,7 15,8
10 1,36 (s) 1,36 (s) 26,0 25,9 25,9 26,0
1 1,63 (m) 40,7 40,9 40,8 40,8
2’ 2,06 - 2,27 (m) 22,6 22,6 22,6 22,7
3 5,10 (m) 5,06 - 5,17 (M) 124,9 124,2 124,9 124,8
4 - - 134,3 136,0 134,3 134,2
5 2,06 - 2,27 (m) 39,1 39,7 39,1 39,1
6’ 2,59 (q, 7,4) 28,0 26,8 28,1 28,2
7 5,10 (m) 5,99 (t, 7,2) 123,6 1241 145,5 145,4
8 - - 134,4 135,2 130,5 130,4
9 5,11 (m) 34,5 39,7 34,5 34,6
10’ 2,06 - 2,27 (m) 27,8 26,6 27,8 27,9
11’ 5,10 (m) 5,06 - 5,17 (M) 123,5 124,4 123,4 123,3
12’ - - 132,2 131,3 132,2 132,1
13 1,67 (s) 1,68 (s) 25,9 25,7 25,6 25,7
14’ 1,58 (s) 1,58 (s) 17,7 17,7 17,7 17,8
15’ 1,58 (s) - 15,7 16,0 172,9 172,9
16’ 1,58 (s) 1,58 (s) 15,7 15,9 15,5 15,6
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Figura 18. Proposta de fragmentagdo para os tocotriendides 15 e 16.

4.1.3 Terpendides

Os terpenos séo derivados da condensacdo de unidades do isopreno e se
classificam de acordo com o nuimero dessas unidades presentes no esqueleto carbdnico.
Esta classe de compostos esta amplamente distribuida na natureza, especialmente no reino
vegetal, e apresentam estruturas ciclicas ou aciclicas que resultam de transformacdes das
cadeias isoprénicas que lhe dao origem. Estas transformacdes compreendem um grande
namero de reagOes, tais como reducdes, oxidacdes, ciclizagbes, rupturas de anel ou

rearranjo, as quais conferem uma enorme diversidade estrutural a estes metabdlitos.
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A ocorréncia de terpendides ndo € comum na familia Myristicaceae, sendo o

isolamento de mono e sesquiterpenos relatado somente para o género Osteophloeum.

4.1.3.1 Substancia 64

O espectro de RMN de 'H da substancia 64 (Espectro 42, p. 149) apresenta dois
singletos em d 4,67 e d 4,69 ppm, referentes a hidrogénios de ligacdo dupla exociclica, além
de trés singletos em 1,04, 1,06 e 1,28 ppm, sendo os dois primeiros referentes a grupos
metilicos ligados a atomos de carbono quaternario e o Ultimo indicativo de grupo metilico
ligado a carbono quaternario carbindlico. Observa-se ainda um duplo dubleto em d 0,47 (J =
9,3 e 11 Hz), sinal este bastante protegido em relacdo aos demais hidrogénios da molécula
e que é tipico do hidrogénio H-6 de sesquiterpenos com esqueleto aromadendrano, devido a
tenséo observada no anel de trés membros.

No espectro de RMN de *C dessa substancia (Espectro 43, p. 150), verifica-se a
presenca de 15 atomos de carbono distintos, os quais confirmam a presenca da ligacao
dupla terminal (153,4 e 106,3 ppm), do carbono carbindlico quaternario (d 80,9) e do
esqueleto aromadendrano. A partir da comparacdo dos dados de RMN com aqueles

disponiveis na literatura, foi possivel identificar a substancia 64 como sendo o espatulenol.

Figura 19. Estrutura molecular do espatulenol.
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Tabela 17 - Dados de RMN de 'H e **C de 64 (CDCls, 4,7 T) e dados de RMN de **C do

espatulenol.
"H (ppm), multiplicidade, J (Hz) 3¢ (ppm)
Posicéao Espatulenol
64 64 (IWABU(?HI et al., 1089)
1 241 (dd, 6,0 e 14,0) 54,3 54,3
2 24,7 24,8
3 41,7 41,7
4 - 80,9 81,0
5 53,4 53,4
6 0,47 (dd, 9,3 e 11,0) 27.4 275
7 0,72 (ddd, 6,2, 9,2 e 11,2) 26,7 26,7
8 29,9 29,9
9 38,8 38,8
10 - 153,4 153,4
11 20,2 20,2
12 1,04 (s) 28,6 28,6
13 1,06 (s) 16,3 16,3
14 1,28 (s) 26,0 26,0
15 4,67 (s) e 4,69 () 106,3 106,2

4.1.3.2 Substancia 79

No espectro de RMN de *H de 79 (Espectro 44, p. 151) observam-se dois singletos
em 4,74 e 5,02 ppm, tipicos de hidrogénios olefinicos terminais, e sinais emd 3,72 (t, J = 9,8
Hz) e em d 3,46 (dd, J = 4,8 e 11,4 Hz), cujas regifes de absor¢cdo sugerem a presenca de
hidrogénios metinicos carbindlicos. Observam-se ainda um singleto em d 0,70 e dois
dubletos em 0,95 e 0,87 ppm (J = 7,0 Hz), que juntamente com o multipleto centrado em
1,28 ppm caracterizam um grupo isopropila.

O espectro de RMN de *C de 79 (Espectro 45, p. 152) também apresenta 15
absorcdes distintas, que ao serem confrontadas com dados descritos na literatura permitiu

identificad-la como sendo o sesquiterpeno ent-4(15)-eudesmeno-1b,6a-diol.
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Figura 20. Estrutura molecular do ent-4(15)-eudesmeno-1b,6a-diol.

Tabela 18 - Dados de RMN de 'H e **C de 79 (CDCl;, 4,7 T) e RMN de **C do ent-4(15)-

eudesmeno-1b,6a-diol.

"H (ppm), multiplicidade, J (Hz) 3¢ (ppm)
Posicéo 79 79 ent-4(15)-eudesmeno-1b,6a-diol
(NAGASHIMA et al., 2005)
1 3,46 (dd, 4.8 e 11,4) 79.0 79.1
2 31,9 32,0
3 35,0 35,1
4 - 146,2 146,3
5 1,75 (d, 10,1) 55,8 55,9
6 3,72 (t, 9.,8) 67,0 67,0
7 1,20 - 1,34 (m) 49,3 49,4
8 18,1 18,2
9 36,2 36,3
10 - 41,7 41,7
11 2.38-2,14 (m) 25.9 26,0
12 0,95 (d, 7,0) 21,1 21,1
13 0,87 (d, 7,0) 16,1 16,2
14 0,70 (s) 11,6 11,6
15 4,75 (s) € 5,02 (s) 107,8 107,8

4.1.3.3 Substancias 80 e 81
Os espectros de RMN de *H de ambas as substancias 80 e 81 (Espectros 46 e 47, p.
153 e 154) mostram dois singletos em torno de 1,24 e 0,95 ppm, caracteristicos de grupos
metila quaternarios, além de uma série de sinais correspondentes a hidrogénios alifaticos na
regidao entre 2,63 e 0,70 ppm. No espectro de 80 observam-se ainda dois singletos largos
em 4,74 e 4,79 ppm, tipicos de prétons metilénicos exociclicos, enquanto que o espectro de
81 apresenta um dubleto centrado em d 3,41 (J = 7,5 Hz), correspondente a hidrogénios

carbindlicos.
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Os espectros de RMN de **C dessas substancias (Espectros 48 e 49, p. 155 e 156)
apresentam 20 absorc¢fes distintas, dentre as quais o sinal em torno de d 183 sugere a
presenca de uma funcdo acida em ambas as moléculas. Os sinais em d 155,9 e d 102,9,
observados no espectro de 80, confirmam a presencga da ligacdo dupla exociclica nessa
substancia, enquanto que o sinal em d 67,4 comprova a existéncia de um carbono
carbindlico em 81. Os demais sinais observados sao tipicos de esqueleto diterpénico do tipo
ent-cauranico e estdo condizentes com o0s descritos na literatura para os acidos ent-
caurendico  (acido  ent-caur-16-en-19-6ico) e  17-hidroxi-16a-ent-cauran-19-6ico,

respectivamente. Este Ultimo sendo isolado pela primeira vez de O. platyspermum.

Figura 21. Estruturas moleculares dos acidos ent-caur-16-en-19-6ico (80) e 17-hidroxi-16a-ent-

cauran-19-6ico (81).

Tabela 19 - Dados de RMN de *H das substancias 80 e 81 (CDCl;, 4,7 T).

1
H
Posicéo d (ppm), multiplicidade, J (Hz)
80 81
4,74 (sl)
17 479 (sl) 3,41 (d, 7,5)
18 1,24 (s) 1,23 (s)
20 0,95 (s) 0,94 (s)

A localizacdo do grupo carboxila em posicdo axial trans em relagdo ao atomo de
hidrogénio H-5 baseou-se no deslocamento quimico de C-5 (dc 56,4). Quando esta funcéo
se encontra na posi¢cdo equatorial cis em relacdo a H-5, o deslocamento quimico de C-5
ocorre em torno de 50 ppm devido aos efeitos gdos atomos de oxigénio do grupo carboxila.

Os deslocamentos quimicos do carbono quaternario C-4 e dos metilicos CHs-18, CHs-19 e
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CH3-20 também foram considerados nesta deducgéo estereoquimica, 0s quais ocorrem em d
47,6, d 185,0, d 17,8 e d 16,1, respectivamente, no epimero 4b de 80 (VELANDIA et al.,
1998).

O &cido 81 é frequentemente isolado em mistura com seu epimero 16b de espécies
de Annona. A distingdo entre ambos é feita pela analise dos deslocamentos quimicos de H-
17 e C-17, que em 16a absorvem em 3,40 ppm (d, J = 7,0 Hz) e 67,4 ppm, enquanto que no
epimero 16b os mesmos ocorrem em 3,72 ppm (d, J = 7,0 Hz) e 64,2 ppm, devido ao efeito
anisotropico do anel C ent-cauranico, que protege o H-17 de 16a e desprotege o H-17 de

16b (YANG et al., 2002).

Tabela 20 - Dados de RMN de **C de 80 e 81 (CDCls, 4,7 T) e dos &cidos ent-caurendico e

17-hidroxi-16a-ent-cauran-19-éico.

C (ppm) ,
in3 < . Ac. 17-hidroxi-16a-
Posigao 80 'E-I\_CU Ce?:[qulgcg 81 ent-cauran-19-6ico
" (WU et al., 1996)
1 41,3 41,3 41,6 42,0
2 19,1 19,1 19,1 19,1
3 39,6 39,7 37,2 37,2
4 43,7 43,7 447 44,7
5 55,1 55,1 56,9 56,9
6 21,8 21,8 22,4 22,4
7 40,7 40,7 40,7 40,7
8 44,2 44,2 43,7 43,7
9 57,0 57,1 55,3 55,3
10 39,6 39,7 39,6 39,6
11 18,4 18,4 18,9 18,9
12 33,1 33,1 31,4 31,4
13 43,8 43,9 38,1 38,1
14 37,8 37,8 37,8 37,8
15 48,9 49,0 45,0 45,0
16 155,9 155,9 43,3 43,1
17 103,0 103,0 67,5 67,4
18 29,0 29,0 28,9 28,9
19 183,4 183,8 183,6 183,7
20 15,6 15,6 15,6 15,5




81

4.1.3.4 Substancias 82 e 83

Os espectros de RMN de 'H de ambas as substancias (Espectros 50 e 51, p. 157 e
158) apresenta trés singletos em d 0,69, d 0,77 e d 0,99, correspondentes a grupos metilicos
guaternarios, juntamente com um duplo dubleto centrado em 3,27 ppm (J = 4,4 e 11 Hz) e
singletos em 4,53 e 4,84 ppm, que se referem a hidrogénios metilénicos exociclicos. No
espectro de 82 verifica-se ainda um dubleto em d 4,15 e um multipleto em d 5,40, estes
ausentes no espectro de 83. Uma outra diferenga entre os espectros dessas substancias
reside na presenca de um singleto em 1,67 ppm em 82 e de um singleto em 2,17 ppm em
83.

Nos espectros de RMN de *3C dessas substancias (Espectros 52 e 53, p. 159 e 160)
verificam-se 20 sinais distintos, cujos deslocamentos quimicos evidenciam a existéncia de
um esqueleto ent-labdanico oxigenado em C-3 e com insaturacdes nas posi¢cdes C-8/C-17
(ligacéo dupla exociclica) e C-13/C-14. O sinal d 59,4 sugere a presenga de um carbono
carbindlico priméario em 82, enquanto que a absor¢cdo em 171,2 ppm sugere a existéncia de
uma funcgéo acida conjugada a uma ligacéo dupla em 83. Em ambos os espectros verifica-se
ainda um sinal em 78,9 ppm, que pode ser atribuido a um carbono carbinélico secundario.

A comparagdo dos dados de ressonancia com os descritos na literatura permitiu
identificar as substancias 82 e 83 como sendo ent-8(17),13E-labdadieno-3a,15-diol e do
acido 3a-hidroxi-ent-8(17),13E-labdadieno-15-6ico, respectivamente. Este € o primeiro relato

sobre a ocorréncia de 83 em O. platyspermum.

R = CH,OH (82)
R = COOH (83)

Figura 22. Estrutura molecular das substéncias 82 e 83.
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Tabela 21 - Dados de RMN de *H das substancias 82 e 83 (CDCl;, 4,7 T).

H
Posicéo d (ppm), multiplicidade, J (Hz)

82 83
3 3,26 (dd, 4,6 e 11) 3,27 (dd, 4,4 e 11)
14 5,40 (t, 7,0) 5,67 (s)
15 4,15 (d, 6,9) -
16 1,67 (s) 2,17 (s)
17 4,53 (s) e 4,84 (s) 4,52 (s) e 4,88 (s)
18 0,99 (s) 1,00 (s)
19 0,77 (s) 0,78 (s)
20 0,69 (s) 0,69 (s)

O posicionamento da hidroxila em 3a nas substancias 82 e 83 é corroborado pela

analise da multiplicidade de H-3b (dd, J = 4,6 e 11 Hz), uma vez que nos epimeros 3b

observa-se um tripleto em torno de d 3,44 (J = 3 Hz) para H-3a.

Tabela 22 - Dados de RMN de **C de 82 (CDCls, 4,7 T), 83 (CDCls, 705 T), ent-8(17),13E-
labdadieno-3a,15-diol e do acido 3a-hidroxi-ent-8(17),13E-labdadieno-15-6ico.

°C (ppm)
Posicao ent-8(17),13E- Ac. 3a-hidroxi-ent-8(17),13E-
82 labdadieno-3a,15-diol 83 labdadieno-15-6ico
(KONISHI et al., 1996) (ZDERO et al., 1992)
1 37,0 37,0 37,3 37,1
2 27,9 27,9 28,0 27,8
3 78,8 78,8 78,9 78,9
4 39,1 39,1 39,3 39,2
5 54,6 54,5 54,8 54,7
6 24,0 24,0 24,2 24,0
7 38,3 38,3 38,3 38,2
8 147,9 147,9 147.,8 147,7
9 59,4 56,0 56,1 56,0
10 39,3 39,3 39,6 39,5
11 21,9 21,9 21,8 21,7
12 38,1 38,1 40,1 40,0
13 140,4 140,4 163,9 163,7
14 123,1 123,0 1149 114,9
15 59,4 59,4 171,2 171,4
16 16,3 16,3 19,4 19,2
17 106,7 106,7 107,0 106,9
18 28,3 28,2 28,5 28,3
19 15,4 15,4 15,6 15,4
20 14,5 14,5 14,7 14,6




83

4.1.4 Derivados do acido cinamico

4.1.4.1 Substéancia 17

A anélise dos espectros de RMN de *H e **C da substancia 17 (Espectros 54 e 55, p.
161 e 162) permitiu caracteriza-la como sendo o &cido cis-caféico. A observacdo de dois
dubletos centrados em d 6,18 e d 8,11 (1H cada) com constantes de acoplamento de 6 Hz
sugere a presenca do sistema cis-alceno, uma vez que o isdbmero trans apresenta constante
em torno de 10 Hz. Além disso, os sinais em 6,77 ppm (d, J = 2,2 Hz), 7,83 (d, J = 8,6 Hz) e
6,86 (dd, J = 2,2 e 8,8 Hz) sugerem a presenca de um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido.
Os sinais verificados no espectro de RMN de **C dessa substancia confirmam a estrutura
proposta.

Embora existam relatos na literatura sobre a ocorréncia dos isébmeros cis de
fenilpropandides como produto natural (WONG et al., 2005), acredita-se que a substancia 17

tenha sido formada a partir da isomerizacao por luz do acido trans-caféico.

2 7
HO X
o COOH

Figura 23. Estrutura molecular do &cido cis-caféico.

Tabela 23 - Dados de RMN de 'H e *C (DMSO-ds, 4,7 T) da substancia 17.

o 1H 15C
POsIca0 | (ppm), multiplicidade, J (Hz) d (ppm)
1 - 116,6
2 6,77 (d, 2,2) 102,5
3 - 158,2
4 - 156,1
5 7,83 (d, 8,6) 126,7
6 6,86 (dd, 2,2 e 8,8) 115,8
7 8,11 (d, 6,0) 164,4
8 6,17 (d, 6,2) 112,1
9 - 175,8
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4.1.5 Flavonoides

Os flavondides constituem um dos grupos de compostos polifenélicos mais
diversificados entre os produtos de origem natural, apresentando como esqueleto basico
dois nucleos aromaticos conectados por uma ponte de trés atomos de carbono (Cs-C3-Cy).
Os diferentes tipos de flavonoides variam de acordo com o estado de oxidacao da unidade
Cs. Em geral, os flavonoides de origem natural apresentam-se oxigenados, sendo que um
grande numero ocorre conjugado com acucares (ZUANAZZI, 2001; VALDERRAMA, 2000).

A presencga de flavondides na familia Myristicaceae € menos comum do que em
outras familias de Angiospermas, porém a ocorréncia de certas classes de flavonoides é
tipica de alguns géneros e pode ser usada para estabelecer relacées quimiotaxondmicas.
Os tipos de flavondides frequentemente encontrados nas miristicaceas incluem chalconas,
flavanonas, flavonas, dihidroflavonéis, flavondis, flavanas, 3-flavonois, 1,3-diarilpropanos
(virolanos), 1,3-diaril-2-propandis (virolandis), dihidrochalconas, isoflavonas e pterocarpanos
(VALDERRAMA, 2000).

A ocorréncia de dihidrochalconas e flavonolignéides, também denominados

irianterinas, é uma caracteristica quimiotaxondmica do género Iryanthera.

4.1.5.1 Substéncia 18

O espectro de RMN de 'H da substancia 18 (Espectro 56, p. 163) mostra dois
dubletos em d 7,95 (8,8 Hz) e d 6,26 (2,6 Hz), que juntamente com o duplo dubleto centrado
em d 6,39 (2,6 e 8,8 Hz) caracterizam um anel aromatico 1,2,4-trissubstituido. Observam-se
ainda dois dubletos em 7,62 ppm (8,8 Hz) e 6,84 ppm (8,8 Hz), e dois dubletos em 7,78 ppm
e 7,60 ppm, cujas constantes de acoplamento (15 Hz) sugerem a presenca de uma ligacéo
dupla trans.

O espectro de RMN de *C dessa substancia (Espectro 57, p. 164) apresenta treze
carbonos distintos, dentre os quais os sinais em d 145,6, d 118,8 e d 193,6 caracterizam o0s

carbonos b, a e b’, respectivamente, de chalconas. Comparando-se os valores dos demais
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sinais observados no espectro de 18 com os descritos na literatura, foi possivel identifica-la

como sendo a chalcona denominada isoliquiritigenina (2’,4,4'-tri-hidroxi-chalcona).

Figura 24. Estrutura molecular da isoliquiritigenina.

Tabela 24 - Dados de RMN de *H (CD;0D, 4,7 T) e *C (CD;0D, 7,05 T) da substancia 18 e
RMN de *3C da isoliquiritigenina.

'H (ppm), multiplicidade, J (Hz) 3¢ (ppm)
Posicéo iquiriti i
18 18 (VErCH etal 2003
1 - 127,7 128,0
2eb6 7,62 (d, 8,8) 132,1 131,8
3e5 6,84 (d, 8,8) 117,6 117,0
4 - 161,7 161,7
b 7,78 (d, 15,4) 145,6 145,5
a 7,60 (d, 15,0) 118,8 118,5
b’ - 193,6 193,4
1 - 114,2 114,5
2 - 167,6 167,4
3 6,26 (d, 2,6) 104,0 104,1
4 - 167,6 167,4
5 6,39 (dd, 2,6 e 8,8) 109,6 109,6
6 7,95 (d, 8,8) 133,4 133,4

4.1.5.2 Substancias 19 e 20

O espectro de RMN de *H das substancias 19 e 20 (Espectros 58 e 59, p. 164 e 166)
apresenta trés duplos dubletos em d 5,37+£0,02, d 3,04+0,02 e d 2,5810,01, os quais
caracterizam o anel C de uma flavanona. O padrao de substituicdo do anel A das flavanonas
foi determinado pela observacdo de um dubleto em 7,45t0,15 ppm, que juntamente com
duplo dubleto em 6,45+0,03 ppm e o dubleto em 6,24+0,03 ppm sugere um sistema ABX. A

diferenca entre as duas substancias reside na substituicdo do anel B das mesmas, uma vez
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que 19 ndo possui este anel substituido, enquanto que 20 apresenta grupos hidroxilas nas
posices 3’ e 4'.

O padrdo de substituicAo dessas substancias também é evidenciado por seus
respectivos espectros de RMN de **C (Espectros 60 e 61, p. 167 e 168). A substancia 19
apresenta apenas 12 carbonos, uma vez que a existéncia de dois planos de simetria no anel
B desta molécula faz com que haja coincidéncia da regido de absorcéo dos carbonos 1'/4’,
2'/6' e 3'/5’. O que ndo é observado no espectro de 20, no qual é possivel verificar 15
absorcdes distintas. Os espectros de massa obtidos por ESI/EM (Espectros 62A e 62B, p.
169), juntamente com a comparagdo dos dados de RMN com os descritos na literatura
permitiu identificar as substéncias 19 e 20 como sendo a liquiritigenina e a butina,

respectivamente. Tais flavanonas ainda ndo haviam sido isoladas de O. platyspermum.

R=H, R = OH (19)
R =R’ = OH (20)

Figura 25. Estruturas moleculares das substancias 19 e 20.

Tabela 25 - Dados de RMN de 'H das substancias 19 e 20 (CD;OD, 4,7 T).

H
Posicao d (ppm), multiplicidade, J (Hz)
19 20

2 5,39 (dd, 2,6 e 12,7) 5,36 (dd, 3,1 e 12,6)
3ax. 3,06 (dd, 12,7 e 16,7) 3,02 (dd, 12,8 e 16,6)
3eq. 2,57 (dd, 3,1 e 16,7) 2,59 (dd, 3,1 e 16,8)

5 7,30 (d, 8,7) 7,70 (d, 8,8)

6 6,42 (dd, 2,2 € 8,7) 6,58 - 6,45 (m)

8 6,24 (d, 2,2) 6,33 (sl)

2 7,58 (d, 8,4) 6,87 (s)

3 6,77 (d, 8,4) -

4 - -

5 6,77 (d, 8,4) 6,73 (s)

6 7,58 (d, 8,4) 6,73 (s)
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Tabela 26 - Dados de RMN de **C (CD;0D, 4,7 T) das substancias 19 e 20 e das

flavanonas liquiritigenina e butina.

°C (ppm)
Posicéo 19 Liquiritigenina 20 Butina
(YOUSSEF et al., 1998) (TIAN et al., 2004)

2 81,0 81,0 81,0 81,1
3 44,9 44,9 45,0 45,0
4 193,5 193,5 193,5 193,5
5 129,8 129,8 129,8 129,6
6 111,9 111,7 112,2 112,0
7 167,3 166,9 167,9 167,0
8 103,9 103,8 103,9 103,6
9 165,6 165,3 165,6 165,5
10 114,8 114,9 114,7 115,0
1 131,4 131,3 132,1 132,1
2 129,0 129,0 114,6 114,7
3 116,3 116,3 146,5 146,5
4 159,0 156,8 146,8 146,8
5 116,3 116,3 116,3 116,3
6’ 129,0 129,0 119,2 119,2

4.1.5.3 Substéancia 21

No espectro de RMN de 'H da substancia 21 (Espectro 63, p. 170) é possivel
observar um dubleto em d 7,84 (J = 8,4 Hz, 1H), um singleto largo 7,37 ppm (2H),
juntamente com sinais ndo definidos na regido entre 6,85 - 6,91 ppm e um singleto em d
6,59 (1H), sinal este caracteristico do hidrogénio H-3 de flavonas.

O espectro de RMN de **C dessa substancia (Espectro 64, p. 171) apresenta catorze
sinais distintos, sendo que as absor¢bes em d 162,8, d 104,7 e d 176,4, confirmam a
presenca de uma flavona, uma vez que estas sdo as regifes de absorcao dos carbonos 2, 3
e 4, respectivamente, dessa classe de compostos. A comparacdo dos demais sinais de *C
com os descritos na literatura, permitiu identificar a substancia 21 como sendo a 3',4’,7-tri-

hidroxi-flavona.
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Figura 26. Estrutura molecular da 3',4’,7-tri-hidroxi-flavona.

Tabela 27 - Dados de RMN de 'H e *C (DMSO-dg, 4,7 T) da substancia 21 e da 3',4’,7-tri-

hidroxi-flavona.

"H (ppm), multiplicidade, J (Hz) 3¢ (ppm)

Posicéao o1 21 3',4',7-tri-hidroxi-flavona

(CHAMSUKSAI et al., 1981)
2 - 162,8 163,0
3 6,59 (s) 104,7 104,8
4 - 176,4 176,6
5 7,86 (d, 9) 126,7 126,2
6 6,90 (dd, 3 e 9) 114,9 114,6
7 - 162,8 162,8
8 6,92 (sl) 102,5 102,5
9 - 157,6 157,6
10 - 116,2 116,0
T - 122,3 122,2
2’ 7,37 - 7,39 (m) 113,4 113,2
3 - 145,9 145,8
4 - 149,4 149,1
5 7,37 - 7,39 (m) 116,3 116,2
6’ 7,37 - 7,39 (m) 118,7 118,2

4.1.5.4 Substéncia 22
O espectro de RMN de 'H da substancia 22 (Espectro 65, p. 172) apresenta
absorcdes tipicas de um diidroflavonol glicosilado, no qual a ramnose € a unidade glicosilica.
A presenca dos dubletos centrados em d 5,23 (J = 9,7 Hz) e d 4,65 (J = 9,7 Hz) é
caracteristica dos prétons H-3 e H-2 de diidroflavondis, respectivamente. A observacao de
dois dubletos em 5,89 ppm (J = 1,74 Hz) e 5,87 ppm (J = 1,76 Hz), ambos correspondentes

a um hidrogénio cada, caracterizam um anel aromatico 1,3,4,5-tetrassubstituido. Observam-
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se ainda dois singletos em d 6,87 (1H) e em d 6,72 (2H), cujas atribuicdes sdo mostradas na
Tabela 28.

A presenca da ramnose € confirmada pela observacdo do dubleto em d 1,03 (J =
6,14 Hz, H-6"), juntamente com o singleto largo em 4,00 ppm (H-1") e 0 conjunto de sinais
na regidio entre 3,06-3,91 ppm. Além disso, observa-se no espectro de RMN de **C dessa
substancia, as absor¢cdes em d 17,9 e d 100,3, que correspondem respectivamente ao grupo
metilico e ao carbono anomérico da ramnose, cujos demais sinais sdo observados em torno
de 70 ppm (4 sinais) (Espectro 66, p. 173). A configuracdo a da ramnose é sugerida pela
observacao do singleto largo em 4,00 ppm.

As absorcdes observadas em ambos os espectros de RMN da substéncia 22,
juntamente com a observacdo do pico referente & molécula cationizada com Na (473,1
u.m.a.) (Espectro 67, p. 174), sao condizentes com os dados disponiveis na literatura para o
composto conhecido como astilbina (3-O-a-L-ramnosil di-hidroquercetina). A determinacédo
da configuracao relativa foi baseada nas constantes de acoplamento entre H-2 e H-3 (9,7

Hz), o que indica uma relagéo trans entre eles.

OH
__OH
X OH
OH
OH O 0 bh %,Hs

Figura 27. Estrutura molecular da astilbina.

O valor de [a]p = -13,2 (c. 0,76, metanol) encontrado para a substancia 22 possibilita
a identificacdo desse di-hidroflavonol como (2R,3R)5,7,3,4'-tetra-hidroxi-3-a-O-ramnose

(DU et al. 2005).
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Tabela 28 - Dados de RMN de *H e *C (DMSO-dg, 4,7 T) da substancia 22 e da astilbina.

"H (ppm), multiplicidade, J (Hz) 3¢ (ppm)
Posicéo ilbi
23 23 (DUAesttislut.),I nZ%OS)
2 5,23 (d, 9,7) 81,7 81,5
3 4,65 (d, 9,7) 75,8 75,6
4 - 194,8 194,3
5 - 163,6 163,4
6 5,89 (d, 1,7) 96,2 96,1
7 - 167,2 167,2
8 5,87 (d, 1,7) 95,2 95,1
9 - 162,4 162,1
10 - 100,3 100,7
11 - 127,1 127,0
1 - 114,9 114,7
2’ 6,87 (s) 81,7 81,5
3 - 145,3 145,1
4 - 146,1 145,9
5 6,72 (s) 115.5 1153
6 6,72 (s) 119.1 118,9
1” 4,00 (sl) 100,2 100,0
2" 3,40 (dd, 3,1 e9,2) 70,3 70,1
3” 3,32 (sl) 70,6 70,4
4 3,11 (1 718 71,6
5” 3,87 (dd, 6,2 e 9,2) 69,1 68,9
6" 1,03 (d, 6,2) 17.9 17,7

4.2 Atividade antimaléarica dos lignéides

A malaria é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium
que constitui uma das enfermidades tropicais que mais afeta a populacédo da Africa, e de
algumas regides da Asia e das Américas Central e do Sul.

Conforme dados do Ministério da Saude, estima-se que a malaria mate mais de um
milhdo de pessoas no mundo, sendo criangas menores de cinco anos as principais vitimas.
Cerca de 40 % de toda a populagdo mundial vive em zonas de risco, mas a maior incidéncia
dos casos ocorre na Africa Subsahariana, que abrange os paises de populagdo negra
situados ao sul do deserto do Saara. No Brasil a maior incidéncia da doenca € na Amazonia

Legal, onde se concentram 99,5 % dos casos registrados no pais.
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Devido a resisténcia de formas dos parasitos frente a medicamentos utilizados no
tratamento da malaria, na década passada, houve uma intensificacgdo na busca por
substancias com acdo antiplasmddica de origem natural, especialmente de plantas, que
representam uma importante fonte de compostos biologicamente ativos e com diversidade
estrutural, podendo fornecer protétipos para o desenvolvimento de novas drogas no
combate a doenca. Entre as diversas classes de metabdlitos secundarios que apresentam
promissora atividade antimalarica, se encontra a dos lignéides (BILIA, 2006; DA SILVA
FILHO et al., 2008).

Dentre os lignoides isolados neste trabalho, somente os relacionados na Tabela 29
foram submetidos ao ensaio de inibicdo de crescimento das cepas multiresistentes K1 de P.
falciparum. Conforme pode ser observado, somente os compostos 3 e 4 foram ativos nas
duas concentragfes testadas, chamando atencdo para o esqueleto di-hidrobenzofuranico.
Embora estes sejam resultados interessantes e promissores, ha a necessidade de

investigagdes mais aprofundadas no futuro.

Tabela 29 - Porcentagem de inibigdo do crescimento in vitro da cepa K1 de P. falciparum

frente as amostras testadas.

L. % de inibic&o Classificacdo
Ligndides -
50 ng/mL 2,5 ng/mL da atividade
carinatina (1) 56,0 14,4 |
carinatidina (2) 46,2 35,4 |
diidrocarinatina (3) 84,8 65,7 A
diidrocarinatidina (4) 82,9 58,4 A
deidrodieugenol (5) 43,7 0,0 I
galgravina (6) 27,8 0,0 I
galbelgina (9) 4.8 0,0 I
guaiacina (14) 36,4 23,9 I

Legenda: (A) ativa - 80 a 100%; (PA) parcialmente ativa - 50 a 79%; (I) inativa - < 50%.

Recentemente foi divulgada a moderada atividade antimalarica da lignana
tetraidrofuranica calopeptina (138) e a inatividade das lignanas galgravina (6), nectandrina A
(7) e nectandrina B (8), todas estas isoladas da lauracea Nectandra megapotamica (DA

SILVA FILHO et al., 2008).
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8'S (138)
8'R (139)

Figura 28. Estruturas moleculares da calopeptina e da machilina G.

4.3 Atividade leishmanicida dos lignoides

As leishmanioses sdo doencas parasitarias ndo contagiosas causadas por
protozoarios do género Leishmania, que constituem um grande problema de salde publica.
De acordo com a OMS, as leishmanioses podem ser classificadas em visceral, cutanea,
mucocutanea e cutanea difusa, sendo as formas cutdnea e mucocutanea as que
prevalecem no Brasil.

A leishmaniose mucocutanea, também conhecida como Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA), € causada pelo Leishmania braziliensis e apresenta ampla distribuicao
com registro de casos em todas as regides brasileiras, enquanto que a leishmaniose
cutanea, cujo agente etiol6gico € o L. amazonensis, se concentra em areas de florestas
primarias e secundarias da Amazénia Legal, ocorrendo ainda nos estados da Bahia, Goiés,
Minas Gerais, Sao Paulo e Parana (Ministério da Saude, 2007).

A alta toxicidade, bem como o aparecimento de formas resistentes dos parasitos
diante aos medicamentos atualmente empregados no tratamento das leishmanioses,
aumenta a importancia de pesquisas visando a descoberta de novos farmacos para o
tratamento dessas doencas. A moderada atividade in vitro contra formas promastigotas e
amastigotas de L. donovani apresentada pela surinamensina (85) tem estimulado a
avaliacdo da atividade leishmanicida de lignéides (BARATA et al., 2000).

Segundo DA SILVA FILHO et al. (2008), as lignanas machilina G (139) e

veraguensina (86) apresentaram atividade in vitro frente as formas promastigotas de L.
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donovani, ambas apresentando valores de ICs, e ICyo de 18 e 36 ng/mL, respectivamente.
Ainda de acordo com esses autores, os ligndides 6, 7 e 8 foram inativos.

Todos os lignoides isolados neste trabalho foram submetidos a teste de triagem
frente as formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi. Conforme
mostrado na tabela abaixo, estes compostos ndo apresentaram atividade, com excec¢éo das
lignanas verrucosina (10) e guaiacina (14), que apresentaram valores de ICso abaixo de 50
ng/mL para a inibicio de L. amazonensis, causadora da leishmaniose cutanea. Tais
resultados estimulam a avaliacdo da atividade dessas duas substancias frente as formas
amastigotas de L. amazonensis, uma vez que séo estas as formas clinicamente relevantes

da doenca.

Tabela 30 - Atividade leishmanicida in vitro dos lignoides isolados frente as formas

promastigotas de Leishmania amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi.

Lignéides L. amazonensis L. braziliensis L. chagasi
ICs0 (Mg/mL)

carinatina (1) 3 250 3 250 3 250
carinatidina (2) 76 3 250 3 250
diidrocarinatina (3) 100 3 250 3 250
diidrocarinatidina (4) 3 250 3 250 3 250
deidrodieugenol (5) 148 150 3 250
galgravina (6) 3 250 3 250 3 250
nectandrina A (7) 3 250 3 250 3 250
nectandrina B (8) 3 250 3 250 3 250
galbelgina (9) 3 250 3 250 3 250
verrucosina (10) 27 100 170
eritro (11) 239 230 3 250
treo (12) 3 250 3 250 3 250
guaiacina (14) 45 98 184

Embora os ligndides 10 e 14 tenham mostrado atividade promissora, é necessario
realizar novos ensaios levando-se em consideracdo a reprodutibilidade dos resultados

obtidos.
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4.4 Oleos volateis

Conforme apresentado na Tabela 31, os rendimentos dos 6leos essenciais obtidos
das folhas e dos pericarpos das espécies em estudo variaram entre 0,005-0,39 %. Os
maiores rendimentos foram observados para os 6leos de O. platyspermum, enquanto que a

espécie V. pavonis apresentou um rendimento muito baixo em ambos os tecidos analisados.

Tabela 31 - Rendimento dos 6leos essenciais das espécies em estudo.

Material vegetal

Espécie Parte da planta Oleo volétil (mg) Rendimento (%)

seco (g)

. folhas 138 31,6 0,02
V. pavonis .

pericarpos 250 12,1 0,005
| iuruensis folhas 253 279 0,11
g pericarpos 246 126 0,05
0. platvspermum folhas 252 378 0,15
- Paysp pericarpos 261 1034 0,39

Comparativamente, os 6leos volateis analisados apresentaram composi¢cao quimica
distinta entre si. O. platyspermum forneceu 6leos ricos em monoterpenos, enquanto que 0s
sesquiterpenos foram predominantes nos espécimes de I. juruensis e V. pavonis.

Foram identificados 20 componentes tanto das folhas, quanto dos pericarpos de V.
pavonis, o que corresponde a 89,2 e 89,8 % do total dos respectivos 6leos. Dos compostos
identificados das folhas dessa espécie, 70,5 % correspondem a sesquiterpenos oxigenados,
sendo o E-nerolidol (44,8 %) e o a-cadinol (21,2 %) os componentes majoritarios. O 6leo
dos pericarpos de V. pavonis mostrou predominancia de hidrocarbonetos sesquiterpénicos
(44,3 %), embora tenha apresentado concentracdo expressiva de sesquiterpenos
oxigenados (42,3 %). Ainda que o a-cadinol (34,1 %) tenha sido detectado como um de
seus componentes majoritarios, o germacreno B (38,8 %) foi o constituinte mais abundante
identificado nos pericarpos dessa espécie.

O ¢6leo das folhas de I. juruensis mostrou-se constituido por 28 componentes,

engquanto que 31 compostos foram identificados em seus pericarpos, 0 que corresponde a
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94,4 e 97,9 %, respectivamente, do total analisado. Os hidrocarbonetos sesquiterpénicos
foram predominantes em ambos o0s 06leos dessa espécie, embora a quantidade de
monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados também seja consideravel em seus pericarpos.
O b-cariofileno foi o principal componente detectado em ambos os tecidos (folhas: 57,0 % e
pericarpos: 40,4 %), seguido do a-humuleno (12,1 %) nas folhas e do linalool (14,4 %) nos
pericarpos.

Das folhas de O. platyspermum foram detectados 33 compostos, dos quais 57,9 %
correspondem a hidrocarbonetos monoterpénicos e apenas 31,2 % sdo referentes a
sesquiterpenos. Os monoterpenos b-pineno (33,7 %), a-pineno (8,9 %) e limoneno (8,8 %)
foram os principais componentes volateis identificados nesse 6leo. Dos 26 componentes
identificados dos pericarpos dessa espécie, 72 % séo correspondentes a monoterpenos,
sendo os monoterpenos oxigenados responsaveis por 42 % desse total. Os principais
constituintes identificados em seus pericarpos foram a-terpineol (21,5 %), 4-terpineol (14,3
%) e b-pineno (9,9 %).

Os Unicos componentes detectados simultaneamente nos diferentes tecidos das
espécies estudadas foram linalool, a-epi-muurolol e a-cadinol.

Fato interessante é auséncia de fenilpropandéides nos 6leos das espécies analisadas,
uma vez que uma das caracteristicas dos 6leos essenciais de V. surinamensis é a presenca
da elemicina. Estudos sobre a acdo antiinflamatéria do Oleo extraido das folhas dessa
espécie tém demonstrado resultados satisfatorios, sendo a atividade observada atribuida a

este fenilpropandide (SANTOS, 2008).



Tabela 32 - Composicao quimica dos 6leos volateis das espécies em estudo.

Composto R V. pavonis I. juruensis O. platyspermum
folha pericarpo folha pericarpo folha pericarpo
a-pineno (23) 941 - - 0,1 0,4 8,9 6,0
canfeno (24) 948 - - - - 0,2 -
b-pineno (25) 980 - - 0,3 0,7 33,7 9,9
mirceno (26) 994 0,1 - 0,1 0,4 1,7 3,0
a-felandreno (27) 1005 - - 0,7 - -
d-3-careno (28) 1013 - - - - 0,2 2,0
a-terpineno (29) 1020 - - - - 0,4 11
p-cimeno (30) 1027 - - - 0,2 0,2 0,6
limoneno (31) 1032 - - 0,7 3,1 8,8 4,7
eucaliptol (32) 1034 - - - - - 25
trans-ocimeno (33) 1057 - - - - 1,9 -
gterpineno (34) 1062 0,1 - - - 0,7 15
terpinoleno (35) 1093 - - - - 1,2 1,2
linalool (36) 1100 1,2 2,8 0,1 14,4 0,2 19
a-fenchol (37) 1120 0,3 - - - - 0,7
borneol (38) 1175 - - - - - 1,1
4-terpineol (39) 1180 - - - 0,4 0,9 14,3
a-terpineol (40) 1191 - 0,3 - 1,2 4,6 215
nerol (41) 1234 - - - 0,3 - -
d-elemeno (42) 1331 - - 0,5 - 0,5 -
a-cubebeno (43) 1355 0,2 - 3,6 2,8 0,7 1,3
isoledeno (44) 1377 - - - 0,4 - -
b-cubebeno (45) 1388 - - 1,2 - - -
b-elemeno (46) 1397 - - 1,8 0,6 15 -
a-gurjuneno (47) 1399 2,6 1,1 - - - -
b-cariofileno (48) 1423 - - 57,0 40,4 1,1 -
aromadendreno (49) 1446 2,3 0,7 0,2 - - -
a-humuleno (50) 1458 - - 12,1 8,6 0,4 -
trans-cadina-1(6),4-dieno (51) 1480 1,7 0,8 0,4 0,7 - -
g-curcumeno (52) 1487 0,8 - - - - -
a-amorfeno (53) 1491 - - 0,3 - 0,4 -
germacreno D (54) 1496 - - 3,0 1,8 3,5 -
b-selineno (55) 1502 2,8 - - - 14 -
biciclogermacreno (56) 1512 - - 4,7 0,6 3,6 -
isodauceno (57) 1514 2,1 0,8 - - - -
b-bisaboleno (58) 1516 2,5 0,6 - - - -
b-curcumeno (59) 1520 17 0,2 0,1 - 1,8 1,6
d-cadineno (60) 1529 - - 25 3,2 - -
zonareno (61) 1534 - - 0,3 0,9 - -
germacreno B (62) 1571 - 38,8 1,0 0,6 - -
E-nerolidol (63) 1575 44,8 - - - - -
espatulenol (64) 1588 - - - 0,8 - -
oxido de cariofileno (65) 1590 - - 0,3 1,6 1,6 1,4
globulol (66) 1607 - - - - 3,7 1,9
guaiol (67) 1610 - 0,2 0,6 0,7 1,8 3,5
1-epi-cubenol (68) 1634 - 0,2 0,7 2,3 - -
g-eudesmol (69) 1645 - 0,5 - 0,7 0,8 4,7
a-epi-cadinol (70) 1649 - - 0,6 18 1,2 1,6
a-epi-muurolol (71) 1653 0,3 0,6 0,4 1,4 1,0 1,0
a-muurolol (72) 1656 - - 0,3 1,0 0,7 0,9
a-eudesmol (73) 1662 0,4 0,8 0,3 - 19 4,0
a-cadinol (74) 1665 21,2 34,1 1,2 4,9 3,6 3,6
epi-a-bisabolol (75) 1689 2,4 3,9 - - - -
a-bisabolol (76) 1692 1,4 2,0 - - - -
cis-farnesol (77) 1693 0,3 0,9 - 0,3 - -
n-heptadecano (78) 1700 - 0,5 - - - -
Hidrocarbonetos monoterpénicos 0,2 - 1,2 55 57,9 30
Monoterpenos oxigenados 1,2 3,1 0,1 16,3 57 42
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 16,7 43 88,7 60,6 14,9 2,9
Sesquiterpenos oxigenados 70,5 42,3 4.4 15,2 16,3 22.6
Total analisado 89,2 89,8 94,4 97,9 94,8 97,5
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4.5 Atividade antimicrobiana dos 6leos volateis

A Tabela 33 apresenta o resultado da avaliacdo do potencial antimicrobiano dos
Oleos volateis extraidos de I. juruensis e O. platyspermum. A espécie V. pavonis forneceu
baixo rendimento de 6leos essenciais e por isso estes nao foram submetidos ao ensaio.

Nenhum dos 6leos avaliados apresentou resultado perante a bactéria Pseudomonas
aeruginosa. O 6leo essencial dos pericarpos de . juruensis apresentou um melhor potencial
antifiingico (contra Candida albicans) do que antibacteriano, uma vez que Staphylococcus
aureus é uma bactéria bastante suscetivel a maioria dos 6leos essenciais testados.

Como esperado, o 6leo obtido dos pericarpos de O. platyspermum se mostrou
especialmente ativo frente as cepas de Escherichia coli, uma vez que este se caracteriza
pela alta concentragcdo dos monoterpenos oxigenados 4-terpineol (14,3 %) e a-terpineol
(21,5 %), os quais ja sdo reconhecidos por possuirem acao antibacteriana, sendo o a-
terpineol também consagrado por sua importante atividade antifungica (HENRIQUES et al.,

2007).

Tabela 33 - Atividade antimicrobiana dos 6leos testados.

Controle e % de inibicdo (concentracéo teste: 3,125 nL/mL)
amostras C. albicans E. coli S. aureus P. aeruginosa
1J-Folhas 0,0 0,0 98,1 0,0
IJ-Pericarpos 74,9 13,6 84,8 0,0
OP-Folhas 78,6 0,0 45,8 0,0
OP-Pericarpos 86,7 94,2 76,5 0,0
C+ 91,2 104,5 100,0 100,0
C- 6,1 0,0 0,0 0,0

Legenda: (C+) cloranfenicol/nistatina (1 mg/mL); (C-) DMSO:MeOH (1:1).

Em geral, os 6leos volateis obtidos dos pericarpos foram mais ativos do que os
extraidos das folhas, o que de certa forma, reforca a fungdo protetora exercida pelo

pericarpo sobre a semente.
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5. CONCLUSOES

Embora ndo se tenha realizado um estudo fitoquimico exaustivo com os frutos das
trés espécies selecionadas, € possivel tirar algumas conclusbes sobre os principais
metabdlitos secundarios encontrados nessas espécies.

O fracionamento cromatogréfico do residuo cloroférmico do arilo de Virola pavonis
(A. DC.) A. C. Sm. resultou no isolamento dos lignéides carinatina (1), carinatidina (2), di-
hidrocarinatina (3), di-hidrocarinatidina (4), desidro-dieugenol (5), galgravina (6), nectandrina
A (7), galbelgina (9) e as formas eritro (11) e treo (12) da 1'-alil-7-hidroxi-3,4,3'-trimetoxi-8,4'-
oxineolignana, enquanto que do residuo cloroférmico de seu pericarpo foram obtidas as
substancias carinatona (13), nectandrina B (8) e verrucosina (10). O residuo acetato de etila
dos pericarpos forneceu a astilbina (22). Essa espécie se caracterizou pela significativa
quantidade e variabilidade estrutural de ligndides.

Do residuo cloroférmico do arilo de Iryanthera juruensis Warburg foram isolados os
ligndides verrucosina (10) e guaiacina (14), juntamente com os tocotrienéides sargaol (15) e
sargacromenol (16). Essa espécie se mostrou bem diferente das demais espécies
pertencentes ao género Iryanthera, que de acordo com a literatura se caracterizam pela
predominancia de glactonas e flavondides.

A composicao quimica de O. platyspermum (Spruce ex A. DC.) Warburg se mostrou
bem peculiar, sendo caracterizada pelo acumulo de metabdlitos pertencentes a classe dos
terpendides, os quais ndo sdo comuns nos demais géneros da familia. Além disso, neste
estudo néo foram isolados ligndides, principais marcadores quimiotaxondmicos da familia
Myristicaceae. Do residuo cloroférmico de seu pericarpo foram isolados o espatulenol (68),
ent-4(15)-eudesmeno-1b,6a-diol (79), acido ent-caurendico (80), acido 17-hidroxi-16a-ent-
cauran-19-6ico (81), ent-8(17),13E-labdadieno-3a,15-diol (82) e do &cido 3a-hidroxi-ent-
8(17),13E-labdadieno-15-6ico (83). O estudo fitoquimico do residuo acetato de etila de seus
tegumentos resultou na obtencgéo de isoliquiritigenina (18), liquiritigenina (19), butina (20) e

3',4’,7-tri-hidroxi-flavona (21).
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Em relacdo aos 6leos essenciais, o Oleo volatil extraido dos pericarpos de O.
platyspermum apresentou o melhor rendimento, sendo caracterizado pela predominéncia de
monoterpenos oxigenados que sao reconhecidos por suas propriedades antimicrobianas.

Os lignoides isolados foram submetidos a testes de triagem antiplasmédica e
leishmanicida, sendo as neolignanas di-hidrocarinatina (3) e di-hidrocarinatidina (4) as
Gnicas ativas no ensaio antimalarico. Os lignéides verrucosina (10) e guaiacina (14)
apresentaram resultados promissores frente a inibicdo das formas promastigotas de L.
amazonensis. Embora tais observacfes sejam apenas de carater preliminar, espera-se que
as atividades biologicas aqui reportadas estimulem estudos sistematicos posteriores que
estabelecam o real potencial dos ligndides avaliados perante o tratamento e/ou controle das

doencas tropicais mencionadas.
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ESPECTROS




Espectro 1. RMN de 'H da substancia 1 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 2. RMN de 'H da substancia 2 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 3. RMN de **C da substancia 1 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 4. RMN de **C da substancia 2 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 5. HETERO-COSY da substancia 2 (CDCls, 4,7 T).
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Espectro 6. (A) EM da substancia 1 e (B) EM da substancia 2 (IE, 70 ev).



Espectro 7. RMN de 'H da substancia 3 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 8. RMN de 'H da substancia 4 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 9. RMN de *C da substancia 3 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 10. RMN de **C da substancia 4 (CDCls, 4,7 T).
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Espectro 11. (A) EM da substancia 3 e (B) EM da substancia 4 (I, 70 eV).



Espectro 12. RMN de 'H da substancia 5 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 13. RMN de **C da substancia 5 (CDCls, 4,7 T).
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Espectro 14. EM da substancia 5 (IE, 70 eV).




Espectro 15. RMN de *H da substancia 6 (CDCls, 7,05 T).



Espectro 16. RMN de ‘H da substancia 7 (CDCls, 7,05 T).




Espectro 17. RMN de 'H da substancia 8 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 18. RMN de 'H da substancia 9 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 19. RMN de 'H da substancia 10 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 20. RMN de **C da substancia 6 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 21. RMN de **C da substancia 7 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 22. RMN de **C da substancia 8 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 23. RMN de **C da substancia 9 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 24. RMN de **C da substancia 10 (CDCls, 4,7 T).
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Espectro 25. (A) EM da substancia 6, (B) EM da substancia 7, (C) EM da substancia 8, (D)
EM da substancia 9 e (E) EM da substancia 10 (IE, 70 eV).



Espectro 26. RMN de 'H da sustancia 11 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 27. RMN de 'H da substancia 12 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 28. RMN de **C da substancia 11 (CDCls, 4,7 T).
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Espectro 29. RMN de **C da substancia 12 (CDCls, 4,7 T).



Espectro 30. HETERO-COSY da substancia 12 (CDCls, 4,7 T).
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Espectro 31. (A) EM da substancia 11 e (B) EM da substancia 12 (I, 70 eV).



Espectro 32. RMN de 'H da substancia 13 (CDCls, 7,05 T).




Espectro 33. RMN de 'H da substancia 14 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 34. RMN de **C da substancia 14 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 35. HETERO-COSY da substéncia 14 (CDCls, 4,7 T).
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Espectro 36. EM da substancia 14 (IE, 70 eV).



Espectro 37. RMN de ‘H da substancia 15 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 38. RMN de ‘H da substancia 16 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 39. RMN de **C da substancia 15 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 40. RMN de **C da substancia 16 (CDCls, 4,7 T).
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Espectro 41. (A) EM da substancia 15 e (B) EM da substancia 16 (IE, 70 eV).
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Espectro 42. RMN de 'H da substancia 64 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 43. RMN de **C da substancia 64 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 44. RMN de *H da substancia 79 (CDCl;, 4,7 T).




Espectro 45. RMN de **C da substancia 79 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 46. RMN de 'H da substancia 80 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 47. RMN de 'H da substancia 81 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 48. RMN de **C da substancia 80 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 49. RMN de **C da substancia 81 (CDCls, 4,7 T).




Espectro 50. RMN de *H da substancia 82 (CDCl;, 4,7 T).




Espectro 51. RMN de *H da substancia 83 (CDCl;, 4,7 T).




Espectro 52. RMN de **C da substancia 82 (CDCl;, 4,7 T).
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Espectro 53. RMN de **C da substancia 83 (CDCls, 7,05 T).
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Espectro 54. RMN de 'H da substancia 17 (DMSO-dg, 4,7 T).




Espectro 55. RMN de *C da substancia 17 (DMSO-ds, 4,7 T).




Espectro 56. RMN de ‘H da substancia 18 (CD;OD, 4,7 T).
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Espectro 57. RMN de **C da substancia 18 (CD;0D, 7,05 T).
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Espectro 58. RMN de ‘H da substancia 19 (CD;OD, 4,7 T).




Espectro 59. RMN de ‘H da substancia 20 (CD;OD, 4,7 T).




Espectro 60. RMN de **C da substancia 19 (CD;0D, 4,7 T).




Espectro 61. RMN de **C da substancia 20 (CD;0D, 4,7 T).
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Espectro 62. (A) ESI/EM da substancia 19 e (B) ESI/EM da substancia 20 (iozinag¢ao positiva: MeOH + acido férmico 0,2%).
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Espectro 63. RMN de 'H da substancia 21 (DMSO-dg, 4,7 T).



Espectro 64. RMN de *C da substancia 21 (DMSO-ds, 4,7 T).




Espectro 65. RMN de 'H da substancia 22 (DMSO-dg, 4,7 T).




Espectro 66. RMN de *C da substancia 22 (DMSO-ds, 4,7 T).
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Espectro 67. ESI/EM da substancia 22 (iozinagao positiva: MeOH + &cido férmico 0,2%).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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