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RESUMO

ANDREAO, Patricia Silvana Silva, D. S., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, maio, 2010. Estudo fitoquimico e avaliagdo da bioatividade de
substancias isoladas e derivatizadas de Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae).
Orientador: Paulo César Muniz de Lacerda Miranda. Palavras-chave: Hymenaea;
fitoquimica; terpenos; bioatividade.

Neste trabalho foi realizado o estudo fitoquimico inédito do extrato hexanico do
epicarpo de Hymenaea stigonocarpa var. stigonocarpa também conhecida como
jatoba-do-cerrado. Da fragao neutra deste extrato foram isolados os sesquiterpenos
a-copaeno (15), oxido de cariofileno (29) e espatulenol (30), os diterpenos com
esqueleto cauranico caur-16-en-18-ol (31), cauran-16¢-ol (32) e caur-16-en-3 -0l
(33). Da fragao acida apos esterificacéo, foram isolados os ésteres diterpénicos com
esqueleto cauranico caur-16-en-18-oato (37) e o caur-15-en-18-oato de metila (38) e

os da série ent-labdanica ozato (6a) e isoozato de metila (39).

Com o intuito de reciclar a grande quantidade de silica gel impregnada com nitrato
de prata gerada durante a purificagdo das substancias isoladas do epicarpo de H.
stigonocarpa, investigou-se e desenvolveu-se uma metodologia para recuperagao
desse material. Analises quantitativas e qualitativas foram realizadas para avaliar as

caracteristicas fisico-quimicas da silica gel recuperada.

Tanto as substancias isoladas do extrato de H. stigonocarpa 6a, 15, 29, 30, 31, 32,
33, 37, 38 e 39 quanto as derivatizadas 40, 41, 42 e 43 foram submetidas a ensaios
para avaliagdo da potencial atividade antimicrobiana contra os fungos Candida
albicans (ATCC 10231 e ATCC 11006) e Cryptococcus neoformans (ATCC 56990) e
contra as bactérias Staphylococcus aureus (cepa 25923) e Escherichia coli (cepa
33922).

XXV



Os resultados desses ensaios mostraram que nove das substancias testadas se
apresentaram muito ativas contra C. albicans ATCC 11006 e apenas trés (15, 30 e
41) apresentaram atividade significativa contra Candida albicans ATCC 10231.
Quanto a levedura C. neoformans, as substancias 6a, 29, 39, 42 e 43 demonstraram
consideravel atividade enquanto as substdncias 31 e 37 causaram apenas
moderada inibicao.

Em relacdo aos ensaios com as bactérias S. aureus e E. coli, observou-se
pronunciada atividade das substancias 15 e 29 contra a primeira e das substancias
15, 29, 30, 31, 40 e 41 contra a ultima.

Para realizacdo dos ensaios de toxidez contra células tumorais, o alcool 31 e os
esteres de esqueleto cauranico 37 e 38 foram submetidos a avaliagdo do efeito
destes na viabilidade celular, na inducao de apoptose em células tumorais e no
indice de desidrogenase lactica (LDH) liberada pelas células. As células tumorais
testadas foram U937, H460, Colo-205 e Raw 264.7. Em todos estes testes a
substancia que mostrou os melhores resultados foi o alcool 31, apesar de se mostrar

muito toxico.

O ensaio colorimétrico que avalia a concentracdo de mondxido de nitrogénio
liberado pelas células Raw 264.7 estimuladas com LPS para detectar a atividade
anti-inflamatdria foi conduzido com as substancias 31, 37 e 38. Todas apresentaram
inibicdo da produgao de mondxido de nitrogénio. No entanto, as substancias 37 e 38

se mostraram com maior potencial anti-inflamatério.
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ABSTRACT

ANDREAO, Patricia Silvana Silva, D. S., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, May, 2010. Phytochemical study and evaluation of bioactivity of
isolated substances and derivatized from Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae).
Adviser: Paulo César Muniz de Lacerda Miranda. Keywords: Hymenaea;
phytochemistry; terpenes; bioactivity.

In this work were done the phytochemical study unpublished of the hexanic extract of
the epicarp of Hymenaea stigonocarpa var. stigonocarpa also known as jatoba-do-
cerrado. From the neutral fraction of this extract were isolated the sesquiterpenes o-
copaene (15), caryophyllene oxide (29) and spatulenol (30), the diterpene with
kauranic skeleton kaur-16-en-18-ol (31), kauran-16«-ol (32) and kaur-16-en-3c-ol
(33). Of the acid fraction after esterification, were isolated the diterpene esters with
kauranic skeleton methyl kaur-16-en-18-oate (37) and methyl kaur-15-en-18-oate

(38) and of the ent-labdanic series methyl ozate (6a) and methyl isoozate (39).

With the intention of recycling the large quantity of silica gel impregnated with silver
nitrate generated during the purifying of the isolated substances of the epicarp of H.
stigonocarpa, were investigated and developed a methodology for the recovery of
these material. Quantitative and qualitative analysis were made to evaluate the
physical-chemical characteristics of the recovered silica gel.

The isolated substances of the extract of H. stigonocarpa 6a, 15, 29, 30, 31, 32, 33,
37, 38 e 39 as well as the derivatized substances 40, 41, 42 e 43 were submitted to
trials for evaluation of the potential antimicrobiotic activity against the fungi Candida
albicans (ATCC 10231 and ATCC 11006) and Cryptococcus neoformans (ATCC
56990) and against the bacterias Staphylococcus aureus (cepa 25923) and
Escherichia coli (cepa 33922).
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The results of these tests showed that nine of the substances tested presented
themselves very active against C. albicans ATCC 11006 and just three (15, 30 and
41) presented significant activity against C. albicans ATCC 10231. Regarding the
yeast C. neoformans, the substances 6a, 29, 39, 42 and 43 demonstrated

considerable activity while the substances 6 and 7 caused just moderate inhibition.

Regarding the trials with the bacterias S. aureus and E. coli, were observed
pronounced activity of the substances 15 and 29 against the first and the substances
15, 29, 30, 31, 40 and 41 against the last.

For the making of the toxicity tests against tumor cells, the alcohol 31 and the esters
of kauranic skeleton 37 and 38 were submitted to the evaluation of the effects of
these in the cell viability, in the induction of apoptosis in tumor cells and the level of
lactate dehydrogenase (LDH) released by the cells. The tumor cells tested were
U937, H460, Colo-205 and Raw 264.7. In all these trials the substance that showed

the best results was the alcohol 31, although they show very toxic.

The colorimetric assay that evaluates the concentration of nitrogen monoxide
released by the cells Raw 264.7 stimulated with LPS to detect the anti-inflammatory
activity was conduced with the substances 31, 37 and 38. All demonstrated inhibition
of the production of nitrogen monoxide. However, the substances 37 and 38 showed
greater anti-inflammatory potential.
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JUSTIFICATIVA

A Dbiodiversidade brasileira, considerada uma das maiores do mundo, ndo é
conhecida com precisao tal a sua complexidade, estimando-se a existéncia de mais
de dois milhdes de espécies distintas de plantas, animais e microorganismos. A
biodiversidade encontra-se praticamente inexplorada e sem estudos conclusivos a

respeito de suas potencialidades fitoquimicas.

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande numero de
farmacos e substancias utilizadas nas mais diversas areas da industria. Os produtos
encontrados na natureza revelam uma enorme diversidade em termos de estrutura e

de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas.

Apesar do aumento de estudos nessa area, os dados disponiveis revelam que
apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal.

Entre as plantas pouco estudadas do nosso territério encontra-se o jatoba.

O jatoba (Hymenaea sp.) € uma leguminosa (Fabaceae — Caesalpinioideae),
distribuida por quase todo o Brasil. Sua casca e resina sdo amplamente utilizadas na
medicina popular, seus frutos sdo fonte de alimento para pessoas e animais, além
de seu cultivo ser indicado na recuperagao de areas degradadas. Apesar disso, sdo
escassos os trabalhos descritos na literatura a respeito das potenciais atividades

bioldgicas desta planta.

Este trabalho teve como objetivo a realizagdo do estudo fitoquimico do epicarpo de
Hymenaea stigonocarpa var. stigonocarpa, ainda nao descrito na literatura, e a
realizacdo de ensaios biolégicos para a avaliagcdo das potenciais atividades
antimicrobiana, antitumoral e anti-inflamatéria das substéncias isoladas e
derivatizadas. Foi desenvolvida também uma metodologia para a recuperagédo da
silica impregnada com nitrato de prata gerada nas separagdes e purificagdes das

substancias isoladas.
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CAPITULO 1

ESTUDO FITOQUIMICO E DERIVATIZAGOES DE SUBSTANCIAS
ISOLADAS DE Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae)

1. INTRODUCAO

1.1. A familia Fabaceae (Leguminosae)

As plantas capazes de produzir frutos — as Angiospermas — possuem grande
representatividade em termos de produtores de resina, especialmente quando se trata
de ambientes tropicais e subtropicais (LANGENHEIM & STUBBLEBINE, 1983). Essa
classe possui um total de 200.000 espécies distribuidas em 344 familias, sendo uma
delas a Fabaceae (LANGENHEIM et alii, 1981).

As plantas superiores da familia Fabaceae, ou Leguminosae na nomenclatura antiga,
constituem a terceira maior familia entre as Angiospermas. Sao encontradas em quase
todos os continentes, exceto Antartica e ocorrem em diversos ambientes, exceto
marinho e epifitico (WINK & MOHAMED, 2003). Segundo Lewis e colaboradores (2005)
a familia é representada por 19.325 espécies, compondo 727 géneros e 36 tribos. Lima
(2000) apud Dutra et alii. (2005) mencionou para o Brasil 2.100 espécies nativas
reunidas em 188 géneros, distribuidos por diversos ecossistemas brasileiros, como
mata atlantica, cerrado, caatinga e floresta amazdnica. A principal caracteristica que

une a familia é o fruto (legume), formado por um unico carpelo e varios 6vulos, embora



alguns membros tenham frutos tdo modificados que raramente lembrem legumes
(FARIA et alii, 2006).

Os constituintes da familia Fabaceae possuem habitos muito variados e se apresentam
desde arvores gigantes até diminutas ervas. Seus membros se destacam pela
significancia na natureza representando quase 10% de todas as espécies de plantas
floriferas (RAVEN et alii, 1996). E considerada uma das familias de maior riqueza
floristica do bioma, juntamente com Asteraceae e Poaceae (MANTOVANI, 1983;
BATALHA & MANTOVANI, 2001).

A familia das Leguminosas possui uma importancia econémica bastante destacada. E a
segunda familia mais importante para o homem, perdendo apenas para Poaceae. Mais
de 80 espécies fornecem graos que sado consumidos no mundo e representam a
segunda maior fonte de alimento. Aproximadamente 20 espécies sao cultivadas e as
mais importantes sdo soja, amendoim, lupino, ervilha, lentilhas e diversos feijdes
(SOSULSKI e SOSULSKI, 2006). Também € uma importante fonte de madeiras-de-lei,
tais como pau-brasil, jacaranda, sucupira, copaiba, entre outras (LORENZI, 2002 a e b).
Também ¢é representativo nesta familia o numero de plantas descritas com
propriedades medicinais como a copaiba (TAMBE et alii, 1996) e o fedegoso (MATOS,
2002). Além disso, muitas espécies sdo empregadas como fonte de taninos, resinas,

substancias aromatizantes, medicinais e inseticidas (LEWIS, 1989).

A familia Fabaceae estd subdividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Faboideae. As duas primeiras sdo encontradas principalmente em
regides tropicais, enquanto a subfamilia Faboideae apresenta distribuicdo mundial
(LEWIS, 1989). A subfamilia Caesalpinioideae compreende a tribo Detarieae, formada
por 51 géneros que apresentam como caracteristica principal a produgdo de resinas
ricas em diterpenos, constituindo-se uma importante fonte de matéria-prima de grande
interesse comercial. Como exemplo, o o6leo de copaiba, extraido do tronco da
Copaifera, possui um amplo potencial medicinal, pois além do seu emprego como

antisséptico, cicatrizante, adstringente, antitetanico, expectorante e anti-inflamatério,



também apresentou atividade de inibicdo do crescimento do protozoario Trypanosoma
cruzi e em células de cancer de pele (CORREA, 1984; LEE & LANGENHEIM, 1975).

1.2. O género Hymenaea

Dentre os varios géneros da tribo produtora de resina (Detarieae), as espécies do
género Hymenaea tém se mostrado como uma das mais importantes. Este género foi
estabelecido por Linnaeus em 1753 quando descreveu a espécie tipo H. courbaril.
Ocorre em clima tropical e subtropical, principalmente na Africa e América do Sul; no
Brasil este género esta amplamente distribuido em todo o territério Nacional,
principalmente nas regides sudeste e norte do Pais (LEE & LANGENHEIM, 1975).

A palavra Hymenaea deriva de "hymen" com o significado de "deus das unides" em
alusdo as duas folhas (foliolos) unidas, caracteristica das plantas deste género
(BARROSO, 1991), como pode ser visto na Figura 1.

Figura 1 — Folhas de Hymenaea.



Varios sdo os nomes populares conhecidos para o género como jutaicica, jitai, jutai-
acu, jatobeiro, jataiba, buranda, imbiuva, farinheira, mas os de origem guarani "jatoba" e
“‘jatai” sdo os mais comuns e significam "folha dura" ou "arvore de fruto duro" e "fruto

comestivel" respectivamente (LORENZI, 2002a).

Segundo uma revisdo do género Hymenaea publicada por Lee e Langenheim (1975),
este género é formado por 14 espécies das quais cinco séo divididas em variedades.
Destas 14 espécies, 13 se encontram distribuidas pela América Central, América do Sul
e oeste das Indias (uma variedade) e uma espécie de ocorréncia no leste da Africa
(Tabela 1).



Tabela 1 — Delimitagdes de espécies e variedades do género Hymenaea

Espécies e variedades
de Hymenaea

Delimitagoes de espécies e variedades
de Hymenaea

H. courbaril

Courbaril

subsessilis
Longifdlia
Villosa
Altissima
stilbocarpa

A variedade courbarili ocorre nos mais diversos
ecossistemas e pode ser encontrada em quase toda a
Ameérica. As demais tém ocorréncia mais limitada

México, Oeste das indias, Guatemala, Honduras, Costa
Rica, Panama, Venezuela, Colédmbia, Guiana, Suriname,
Amazobnia, Nordeste do Brasil

Amazonia

Nordeste do Brasil

Litoral do Brasil

Mata Atlantica nas regides Sul e Sudeste do Brasil

Regiao Central e Sul do Brasil

H. verrucosa

Costa Leste da Africa, matas costeiras, florestas deciduas
e semideciduas, ilhas adjacentes

H. oblongifolia

oblongifolia
Davisii
Latifolia
Palustris

Encontrada em todos os ecossistemas amazonicos (terra
firme, igapo e varzea), além da Mata Atlantica na Bahia e
alguns pontos no Nordeste brasileiro.

Amazénia e bacias adjacentes
Guiana

Litoral sul do Brasil

Amazébnia e bacias adjacentes

H. parvifolia

Floresta Amazbnica, em regides de terra firme (ndo
alagadicas), Mata Costeira na regiao Norte

H. intermédia

Intermédia
Adenotricha

Encontrada somente na Mata Amazodnica, em terra firme.

Bacia Amazo6nica Central
Bacia Amazo6nica Central

H. reticulata

Ecossistema amazoénico, em terra firme




H. torrei Mata Atlantica de Cuba
H. rubiflora Encontrada no litoral do Brasil.
Rubiflora Mata Costeira do Rio Grande do Norte até o Rio de Janeiro
Glabra Mata Costeira do Rio Grande do Norte até o Rio de Janeiro
H. aurea Mata Atlantica da Bahia e do Rio de Janeiro

H. stigonocarpa

Stigonocarpa
Pubescens
Brevipetiolata

Encontrada em ecossistemas de Caatinga, Cerrado e
Cerradao

Regiao Central do Brasil e Paraguai
Regiao Central do Brasil e Paraguai
Sul do Brasil e Paraguai

H. maranhensis

Cerrado da Chapada Maranhense

H. martiana Caatinga, Mata Costeira e Mata Atlantica
H. velutina Mata Costeira do Nordeste do Brasil
H. eriogyne Caatinga do Nordeste do Brasil

As arvores deste género apresentam variagdo consideravel do seu porte: de 3 a 40 m

de altura dependendo da espécie, sendo a mais alta Hymenaea courbaril, conhecida

como jatoba amazbdnico e a menor Hymenaea stigonocarpa ou jatoba-do-cerrado

(LANGENHEIM et alii, 1982) (Figura 2). A espécie Hymenaea courbaril é a espécie

com distribuicdo mais ampla, ocorrendo em quase toda a extensao de distribuicdo do
género (LANGENHEIM et alii, 1973).



Figura 2 — Hymenaea courbaril (jatoba amazonico) e Hymeaea stigonocarpa (jatoba-
do-cerrado).

A madeira de Hymenaea € usada em obras hidraulicas, carrogarias, postes, tonéis,
dormentes, moveis, laminados, esteios, tacos; também é utilizada como mourdes e
estacas para cercas; para fazer pontes e na construgao civil como vigas, caibros, ripas,

tabuas e forros (LISBOA et alii, 1991 & ALVINO et alii, 2005).

As resinas que exsudam do tronco de Hymenaea sé&o conhecidas como “jutaicicas” ou
“Copal da América” que se apresentam como fragmentos vitreos formando blocos de
até trés quilogramas a volta de arvores mais velhas rente ao solo (JOLY, 1966 apud
IMAMURA, 1978). A resina do epicarpo € um liquido amarelado, transparente e se
concentra cristalizado em pedagos, com cheiro aromatico e brilho, tendo grande
aplicacdo medicinal e poder terapéutico. Muitas vezes ela ocorre na forma de bolsoes,

como pode ser visto na Figura 3.
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Figura 3 - Foto dos bolsdes de resina de Hymenaea

1.2.1. Hymenaea stigonocarpa

A espécie Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne tem sua distribuicdo restrita a
ambientes sazonais, tais como os cerrados do centro e do sudeste do Brasil (GIBBS et
alii, 1999), por esta razao, é popularmente conhecida como “jatoba-do-cerrado” (MEIRA
NETO & SAPORETTI, 2002). E reconhecida também pelos nomes de jatoba-da-serra,
jatoba-capéo, jatoba-de-casca-fina, jatai e como “jatoba do campo”, por ser encontrada
em formacdes abertas do cerrado e campo-cerrado. Ela esta distribuida nos estados do
Amazonas, Para, Ceara, Maranh&o, Piaui, Tocantins, Goias, Bahia, Minas Gerais, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo (ALMEIDA et alii, 1998; LORENZI, 1998).

E uma das 26 espécies que ocorre em, pelo menos, 50% das 98 areas de cerrado
comparadas por Ratter et alii (1996), nas quais foram encontradas 534 espécies.
Apesar de ter ampla distribuigdo nos cerrados, apresenta baixa densidade de individuos
(CASTRO,1987; CAVASSAN, 1990), tendo sido estudada em poucos trabalhos.

As arvores desta espécie tém de pequeno a médio porte, atingindo de 3 a 10 m de
altura, apresentam copa frondosa e tronco de 30 a 50 cm de didmetro. Planta
semidecidua (perde parte de suas folhas em certas épocas do ano), helidfita
(intolerante a0 sombreamento), secundaria, produz anualmente abundante quantidade
de sementes viaveis, prontamente disseminadas pela fauna (LEE & LANGENHEIM,
1975; ALMEIDA et alii, 1998; LORENZI, 1998).



O jatoba-do-cerrado possui madeira pesada (densidade = 0,90 g/cm?®), muito dura e
resistente e moderadamente duravel quando exposta a intempéries (CORREA, 1984).
E muito apreciada para a construcdo civil como moirdes em cercas e também para a
construgao naval; outrora foi muito utilizada na construcdo de embarcacgdes, a ponto de
ser considerada por decreto imperial, em 1799, como de exploracao restrita para esse
fim. Além disso, € muito utilizada como lenha e carvao (ALMEIDA et alii, 1998;
LORENZI, 1998).

Possuem folhas compostas, com um par de foliolos coriaceos (forma de couro), glabros
(sem pélos) ou densamente pilosos nas duas faces, com laminas que podem chegar a
24 x 16 cm ou mais (LEE & LANGENHEIM, 1975; LORENZI, 2002a). A espécie
apresenta as maiores flores encontradas no género (Figura 4) e € a Unica que produz

flores de janeiro a margo, no meio da estagao chuvosa (GIBBS et alii, 1999).

Figura 4 — Botao floral em desenvolvimento e botdo se abrindo em flor de Hymenaea
stigonocarpa (jatoba-do-cerrado).

A arvore de H. stigonocarpa produz frutos robustos variando entre 10-20 cm de
comprimento por 4-6 cm de largura (RIZZINI, 1971). Os frutos sdo oblongos a
cilindricos (Figura 5), e sua liberagdo acontece entre outubro e novembro, podendo
haver alteragcao destes intervalos dependendo do regime de chuvas (LEWINSOHN,

1980). A casca produz resina para vernizes e corantes.
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Figura 5 — Frutos de jatoba-do-cerrado coletados na Serra do Cipé em Minas Gerais.

A polpa dos frutos de Hymenaea stigonocarpa Mart. (Figura 6) é farinacea, adocicada,
comestivel pela espécie humana e por outras espécies da fauna e de sabor e cheiro
muito caracteristicos. Pode ser consumida in natura ou utilizada na confecgdo de
iguarias regionais na forma de geléias, licores, sorvetes, doces e farinhas para receitas
de biscoitos, bolos, mingaus e paes (ROCHA et alii, 1992 e SILVA et alii, 1994).

Figura 6 — Polpa farinacea e sementes dos frutos de jatoba-do-cerrado.
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Cada fruto contém de seis a doze sementes (LEE & LANGENHEIM, 1975). A producao
de mudas do jatoba-do-cerrado é facil por meio de sementes, que podem ser colocadas
para germinar logo que colhidas em saquinhos individuais ou em canteiros. A taxa de
germinagao das sementes de frutos recém-colhidos é de até 90% e normalmente ocorre
de 15 a 30 dias. Sementes submetidas a escarificagdo mecanica podem germinar em
menos de 10 dias. O desenvolvimento das mudas é rapido, estando pronta para
transplante (quando for o caso) em menos de 4 meses. O desenvolvimento das mudas
no campo é um pouco mais lento (DE-CARVALHO et alii, 2005).

Por se tratar de uma espécie muito procurada pela fauna e por ser uma arvore
ornamental, € bastante apreciada no paisagismo e uti em programas de
reflorestamento de &areas degradadas, destinadas a recomposicdo da vegetacao
arborea. Apresenta dispersdao ampla e um tanto irregular, porém sempre em terrenos
bem drenados (LORENZI, 1998; OLIVEIRA et alii, 2002).

Segundo Lee e Langenheim (1975) a espécie H. stigonocarpa ocorre em toda a regiao

do cerrado brasileiro em trés variedades (stigonocarpa, brevipetiolata e pubescens). As

principais diferengas entre as variedades sao descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Diferencgas entre as variedades de Hymenaea stigonocarpa

H. stigonocarpa var.
Diferengas Stigonocarpa brevipetiolata pubescens
Altura ~5m ~10m 3—10m
Foliolos Glabros em ambas as | Densamente pilosos Densamente
superficies ou na face inferior pilosos na face
ligeiramente pilosos na 10 x 6 cm inferior
face inferior quando 12-24x8-16cm
novos
Peciolos 1,5-3,5¢cm 5-6 mm, 1,5-4,5cm
longos, glabros longos, densamente | longos, densamente
pilosos pilosos
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1.3. Hymenaea e a medicina popular

Segundo a crenga popular, a folha do jatoba parece um par de pulmdes, o que ja
indicaria suas propriedades medicinais no fortalecimento das vias respiratorias

superiores e do aparelho cardio-vascular.

Guarim Neto e Moraes (2003) relatam o uso do jatoba na medicina popular. As suas
cascas em infusdo s&o utilizadas no combate de febres; a resina fervida é utilizada no
tratamento de cistites e problemas respiratérios. Emprega-se a resina aquecida,
externamente, como expectorante ou pode ser aplicada em forma de emplastro sobre
as partes doloridas do corpo. Esta € ainda usada como vermifugo e para aliviar dores
de estdbmago, peito e costas. A casca curtida no aguardente estimula o apetite e o cha
do epicarpo é bom medicamento para a prostata, podendo ser ingerido varias vezes ao
dia. Também é empregado para problemas de rins, figado, infecgéo intestinal e como

cicatrizante.

A seiva do jatoba pode ser encontrada em lojas de produtos naturais e barracas de
raizeiros em sua regido de ocorréncia. Segundo Martins (1989), na Amazbnia, os
nativos costumam retirar a seiva dessa arvore e bebé-la para tratamento das afecgdes
pulmonares, devendo, entretanto, fazé-lo em pequenas doses, pois como &
adstringente, causa constipagao intestinal; acrescenta ainda que da casca do caule,
pode ser feito cha pelo método de decocgao para lavar ferimentos e para irrigagdes

vaginais.

Para problemas como tosse, bronquite, catarro, asma e fraqueza pulmonar, diarréia,
disenteria e codlica intestinal pode ser utilizado um preparado a partir do cha das cascas
dos galhos picadas e mel (PANIZZA, 1998). E ainda de acordo com Bontempo (2000),
a casca em cozimento € aconselhada para combater hemoptises (expectoragao
sanguinea através da tosse), hematuria (emissdo de urina com sangue), e acrescenta

que o vinho de jatoba retirado do caule é usado como fortificante.
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1.4. Estudos quimicos do género Hymenaea

O estudo fitoquimico de plantas nativas brasileiras por grupos de pesquisa nacionais é
de suma importancia, uma vez que grupos estrangeiros podem patentear o uso de

muitas delas, em especial aquelas que tém aplicagdes na medicina popular.

Para as espécies de Hymenaea alguns trabalhos fitoquimicos revelam que os principais
constituintes das resinas e dos extratos do tronco e da casca do fruto s&o
predominantemente substancias diterpénicas acompanhados em menor quantidade por
alguns sesquiterpenos (MARTIN & LANGENHEIM, 1974, LEE & LANGENHEIM, 1975;
LANGENHEIM et alii, 1977, LANGENHEIM & STUBBLEBINE, 1983). No entanto, para
a espécie Hymenaea stigonocarpa var. stigonocarpa, nenhum estudo fitoquimico foi

descrito na literatura, sendo portanto o objetivo principal deste trabalho.

As Figuras 7 e 8 e as Tabelas 3 e 4 apresentados a seguir foram elaborados através
de uma revisao bibliografica realizada com o objetivo de compilar os dados até entdo
disponiveis a respeito das substancias ja isoladas do género Hymenaea. Eles
relacionam as espécies ja estudadas, as estruturas das substancias sesquiterpénicas e
diterpénicas com esqueleto labdanico isoladas, as partes das plantas das quais elas

foram isoladas e as referéncias bibliograficas correspondentes.
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1a
1b
1c

1d
1e

2a
2b
2c

2d

R1=R,=Rs=R;= CHs;; R3= CH5; Rg= COOH acido copalico
R1=Re¢= COOH; R,=Rs=R;= CH3; R; e R;= CH, acido guamaico
R1=R,=R4=Rs=R;= CH3; R3= OH; R= COOH acido ent-labd-13-en-8-ol-15-6ico

Ry= OH; R,= CHs acido labd-13(E)-en-8-0l-15-6ico
R; e Ry= CH, acido labd-8(17),13(E)-dien-15-6ico

'-_R2
R1=Rs= COOH; R,=Rs= CH3; R; e R4=CH,  acido ent-labd-8(20)-en-15,18-didico
R1=R,=R3=Rg= CH3; R;= OH; Rs= COOH acido ent-13-epilabdandlico
R1=R2=R4=R5= CH3, R3= OH, R5= COOH acido ent—Iabdan-8ﬂ-0l-15-(’)iCO
Rs=R,=Re¢= CHjs; R; e R4= CH5; Rs: COOH acido ent-labd-8(17)-en-15-6ico

Figura 7 — Substancias diterpénicas isoladas de Hymenaea.




2e 3
acido labdandlico acido isodzico

Meo,¢ = H
4a R: 4<; ent-halima-1(10)-en-15,18-dioato de metila
CO,Me ’
4b R: 4<\—C02Me ent-halima-1(10),13-dien-15,18-dioato de metila

4c R:

&
O

ent-(8R)-8-metildaniela-1(10)-en-18-oato de metila

Z “CO,H

5a 5b
acido ent-labd-7,13(E)-dien-15-6ico acido labd-7,13(E)-dien-15-6ico

Figura 7 — Substancias diterpénicas isoladas de Hymenaea.




16

)
MeO,C R,

6a R=H ozato de metila

6b R;=0Ac zanzibarato de metila

7a Ri=H; Ry,= CHj; R;= COOH acido kolavénico
7b R4=CHj;; R,=H; R3= COOH acido ent-(5R,8S,9S,10R)-cleroda-3,13(E)-dien-15-dico

8
acido ent-(5S,8S,9S,10R)-cleroda-3, 13(E)-dien-15-6ico

Figura 7 — Substancias diterpénicas isoladas de Hymenaea.
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COzMe

9
ent-(5R,8S,9S,10R)-cleroda-3-en-15-oato de metila

Ho,& *H
10a R=H acido ent-(13R)-13-hidroxi-1(10),14-halimadien-18-dico
10b R=OH acido ent-(2S,13R)-2,13-diidroxi-1(10),14-halimadien-18-6ico
10c R=O acido ent-(13R)-2-oxo-13-hidroxi-1(10),14-halimadien-18-dico

11
crotomaclina

Figura 7 — Substancias diterpénicas isoladas de Hymenaea.




18

Tabela 3 — Espécies estudadas de Hymenaea, substancias diterpénicas isoladas, parte
da planta e referéncias bibliograficas.

Espécie

Estruturas
Isoladas

Parte da planta

Referéncia

H. courbaril

1a

Resina comercial

NAKANO T, DJERASSI C (1961)
The  Journal  of  Organic
Chemistry 26:167-173.

H. oblongifolia

2a, 1b

Resina do tronco

(a) CUNNINGHAM, A.; MARTIN,
S. S.; LANGENHEIM, J. H.
(1973) Phytochemistry 12:633-
635.

H. parvifolia

2b

Resina do tronco

(a) CUNNINGHAM, A.; MARTIN,
S. S.; LANGENHEIM, J. H.
(1973) Phytochemistry 12:633-
635.

H. courbaril

1c

Resina do tronco

(b) CUNNINGHAM, A.; MARTIN,
S. S.; LANGENHEIM, J. H.
(1973) Phytochemistry 13:294-
295.

H. courbaril

3, 4a, 4b, 4c

Resina da casca
do fruto

KHOO, S. F.; OEHLSCHLAGER,
A. C.; OURISSON, G. (1973)
Tetrahedron 29:3379-3388.

H. verrucosa

Resina do tronco

MARTIN, S. S., LANGENHEIM,
J. H., (1974)
Phytochemistry 13:523-525.

H. courbaril

1c, 2¢, ba

Resina do tronco

MARSAIOLI, A. J.; LEITAO
FILHO, H. F.; CAMPELLO, J. P.
(1975) Phytochemistry 14:1882-
1883.

H. stigonocarpa
var.
pubescens

2a, 2¢c

Casca do tronco

IMAMURA, P. M. (1978)
Isolamento, reacbes e
ressonéancia magnetica nuclear
de C de diterpenos de
Hymenaea.

Dissertagao (Ms. Quimica)
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H. courbaril
var.
stilbocarpa

3,6a, 7a, 7b,
8

Casca do fruto

NOGUEIRA, R. T.; SHEPARD,
G. J.; LAVERDE JR:Z A
MARSAIOLI, A. J.; IMAMURA, P.
M. (2001) Phytochemistry
58:1153-1157.

H. courbaril
var.
altissima

1a, 2d, 9

Casca do tronco

NOGUEIRA, R. T.; GIACOMINI,
R. A.; SHEPARD, G. J;
IMAMURA, P. M. (2002)

Journal of Brazilian Chemical
Society 13(3):389-391.

H. courbaril
var.
altissima

3, 6a, 6b, 7a

Casca do fruto

NOGUEIRA, R. T.; GIACOMINI,
R. A.; SHEPARD, G. J,;
IMAMURA, P. M. (2002)

Journal of Brazilian Chemical
Society 13(3): 389-391.
GIACOMINI, R. A.; MIRANDA,
P. C. M. L,; IMAMURA, P. M.
(2004)

Magnetic Resonance in
Chemistry, 42(6):561-563.

H. courbaril

10a, 10b,
10c

Folhas, tronco
e galhos

ABDEL-KADER, M.; BERGER,
J. M.; SLEBODNICK, C.; HOCH,
J.; MALONE, S.; WISSE, J. H.;
WERKHOVEN, M. C. M,
MAMBER, S.; KINGSTON, D. G.
[. (2002)

Journal of the Natural Products
65: 11-15.

H. courbaril

1d, 1e, 2e,
5b, 11

Casca do fruto

JAYAPRAKASAM, B.;
ALEXANDER-LINDO R. L
DEWITT D. L.; NAIR, M. G.
(2007)

Food Chemistry 105: 485-490.




cariofileno a-selineno p-selineno a-copaeno

12 13 14 15
¢
-copaeno a-cubebeno a-humuleno p-humuleno
16 17 18
H
H
y-muuroleno s-cadineno ciclosativeno
20 21 22

calareno selina-4(15)-7-dieno  selina-4(15),7(11)-dieno  a-muuroleno
24 25 26 27

a-himacaleno oxido de cariofileno espatulenol
28 29 30

Figura 8 — Sesquiterpenos isolados de Hymenaea.
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Tabela 4 — Espécies estudadas de Hymenaea, substancias sesquiterpénicas isoladas,
parte da planta e referéncias bibliograficas.

Espécie Substancias isoladas Parte da Referéncia
planta
cariofileno (12),
a e p-selineno (13) e (14), MARTIN, S. S,
H. a e f-copaeno (15) e (16), Folhas |LANGENHEIM, J. H., (1972)
courbaril a~cubebeno (17), Phytochemistry, 11: 3049-
a e fhumuleno (18) e (19), 3051.
»muuroleno (20),
o-cadineno (21)
ciclosativeno (22),
S-bourboneno (23),
cariofileno (12),
H. calareno (24), Casca |KHOO, S. F.;
courbaril a-humuleno (18), do fruto |OEHLSCHLAGER, A. C;
,5_Cadineno (21), OURISSON G. (1973)
selina-4(14)-7-dieno (25), Tetrahedron 29: 3379-3388.
selina-4(14),7(11)-dieno (26),
a-muuroleno (27),
a-himacaleno (28)
GIACOMINI, R. A. (2002)
Estudo Fitoquimico de
Hymenaea  courbaril  var.
H. oxido cariofileno (29), Casca |altissima e Sintese de
courbaril espatulenol (30), do fruto | derivados odoriferos do tipo
var. a-copaeno (15) ambar-gris e sesquiterpenos
altissima da classe drimano a partir do
(-)-acido 6zico.
Tese (Doutorado em
Quimica)
JAYAPRAKASAM, B.;
H. espatulenol (30) Casca |ALEXANDER-LINDO R. L;
courbaril do fruto |DEWITT D. L.; NAIR, M. G.
(2007)
Food Chemistry 105: 485-
490.
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1.5. Atividades biologicas de Hymenaea

Nas arvores a resina produzida em diferentes partes da planta apresenta composicao
diversificada. Nas folhas, pétalas, sépalas e em tecidos de arvores jovens, a resina
secretada é rica em sesquiterpenos. Ja no tronco, raizes e frutos, a resina € constituida
principalmente por acidos diterpénicos e por pequenas quantidades de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (LEE & LANGENHEIM, 1975; STUBBLEBINE & LANGENHEIM,
1980).

Diversos estudos mostram que os terpenos constituem uma classe de produtos naturais
que oferecem uma diversidade muito grande de metabdlitos secundarios com ampla
variedade de estruturas e atividades bioldgicas pronunciadas como antibacteriana e
antifungica (BENNAMARA et alii, 1999), anti-inflamatéria e citotoxica (THOMSON,
1993; TOPCU et alii, 1999; HANSON, 2001), deterrente alimentar contra besouros
(SCHROEDER et alii, 1999), atividade biolégica analgésica, sedativa (OKUYAMA et alii,
1991) e de inibicdo de herbivoria em insetos (MILES et alii, 1990; VIEGAS JUNIOR,
2003).

Apesar de serem escassos 0s relatos na literatura a respeito da atividade biolégica de
extratos ou substancias puras ou biossintetizadas por espécies do género Hymenaea,

alguns estudos ja foram reportados, principalmente para a espécie H. courbaril.

Os extratos de 153 plantas do Panama pertencentes a 28 espécies diferentes foram
testados contra Biomphalaria glabrata, um caramujo transmissor do parasita causador
da esquistossomose, para avaliagao da atividade moluscicida (MARSTON et alii, 1996).
Destes extratos, quinze foram ativos, sendo que o de H. courbaril esteve entre os dois

mais potentes.

Abdel-Kader e colaboradores (2002) verificaram atividade citotoxica contra células
causadoras de cancer no ovario humano para o acido (13R)-13-hidroxi-1(10),14-ent-

halimadien-18-6ico (10a) (Figura 7) isolado do extrato de Hymenaea courbaril.
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Apos verificarem que formigas cortadeiras Atta cephalotes L. (Formicidae, Attini) n&o
atacavam arvores de H. courbaril, Hubbel e colaboradores (2003) propuseram a
presenga de algum repelente de formigas nas folhas desta espécie. Realizado o
monitoramento dos extratos da folha através de ensaios biologicos, procedeu-se ao
isolamento e identificacdo de substancias e descobriu-se que essencialmente apenas
um terpendide era o responsavel pelo efeito repelente de formigas: o Oxido de
cariofileno. De acordo com os pesquisadores, como as folhas servem de substrato para
a cultura de fungos que serdo utilizados como alimento pelo formigueiro, a hipotese
mais provavel é a de que as formigas evitam seletivamente espécies de plantas que
contenham compostos téxicos para seus fungos. Para comprovar a hipotese, testou-se
o o6xido de cariofileno e este apresentou potente atividade antifungica, ndo somente
contra os fungos das formigas estudadas, mas também contra outros tipos de fungos
(HUBBEL et alii, 2003).

Giacomini e colaboradores (2005) submeteram compostos isolados de extratos do
epicarpo de H. courbaril var. altissima a bioensaios simples. Os testes avaliaram a
medida de letalidade com Artemia salina e com as bactérias Bacillus subtilis,
Staphilococcus aureus, Salmonella tiphymurum, Rodococcus equi e Escherichia coli. Do
extrato hexanico do epicarpo foram isolados, apds tratamento com diazometano, quatro
ésteres dos acidos diterpénicos isodzico (3), 6zico (6a), zanzibarico (6b) e kolavénico
(7a) (Figura 7). Do extrato do epicarpo obtido com acetato de etila foram isolados além
dos trés primeiros, dois novos clerodanos isdbmeros do acido kolavénico (8 e 9) (Figura
7). Todos os compostos se mostraram ativos contra Artemia salina e contra as bactérias

Bacillus subtilis, Staphilococcus aureus e Rodococcus equi.

Em outro trabalho, desenvolvido por Granato e colaboradores (2005), foi realizado o
estudo da atividade antimicrobiana de extratos obtidos a partir de rejeitos industriais de
madeiras nobres. O extrato metandlico de Hymenaea courbaril foi ativo contra as
bactérias Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus e Proteus mirabilis.
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Fernandes e colaboradores (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana de H. courbaril
in vitro. O extrato hidroalcodlico do epicarpo apresentou atividade contra

Staphylococcus sp. com concentragao inibitéria minima (CIM) de 2,5 mg.mL™".

Além de isolar seis substancias dos frutos de H. courbaril, Jayaprakasam e
colaboradores (2007) reportaram a atividade anti-inflamatéria usando as enzimas
cicloxigenase-1 (COX-1) e cicloxigenase-2 (COX-2) e a atividade de inibigdo da
peroxidacgao lipidica de algumas destas substancias. A 100 ppm, as substancias 1d, 5b
e 11 (Figura 7) causaram inibicdo da peroxidacdo lipidica (46-75%), enquanto as
substancias 2e e seu respectivo éster metilico inibiram a COX-2 (40 e 43%

respectivamente) também a 100 ppm.

1.5.1. Atividade biolégica de Hymenaea stigonocarpa

Para a espécie H. stigonocarpa, o numero de estudos desenvolvidos para avaliagdo da

potencial atividade biolégica da espécie € menor ainda.

Oliveira e colaboradores (2002) avaliaram o efeito alelopatico de extratos aquosos e
etandlicos de folhas e frutos de jatoba-do-cerrado. Eles concluiram que a taxa de
germinagdo de alface (Lactuca sativa) foi reduzida no extrato etandlico de frutos e
houve atraso na germinagéo em extratos aquosos de folhas e frutos, indicando que os
aleloquimicos de H. stigonocarpa encontram-se, principalmente, nos frutos. Perceberam

também que os aleloquimicos presentes nas folhas persistem no solo por até 90 dias.

No trabalho de Novais e colaboradores (2003) foi comprovada atividade antibacteriana
significativa contra Staphylococcus aureus para o extrato cloroférmico das folhas desta

espécie.

Procurando alternativas fitoterapicas para o controle de verminose ovina no estado do

Parana, Furtado (2006) selecionou como um promissor anti-helmintico o extrato
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hidroalcodlico da polpa de Hymenaea stigonocarpa por causar inibicdo acima de 80%
no desenvolvimento de ovos de trichostrongilideos (formagdo de larva)

comparativamente ao sulféxido de albendazol.

1.6. Estudos diversos desenvolvidos com o género Hymenaea

1.6.1. Estudos com a resina de Hymenaea

A presséao evolutiva sofrida em ambientes tropicais € muito grande (pela presenca de
herbivoros e patégenos em grande quantidade) e tanto a composigdo como a produgéo

de resinas vegetais, sofrem a influéncia do meio ambiente (LANGENHEIM et alii, 1982).

Varios estudos foram desenvolvidos por Langenheim e colaboradores com a resina
produzida por Hymenaea sob diferentes aspectos. O efeito do estresse umido na
composigao e produgao da resina foliar de Hymenaea courbaril (LANGENHEIM et alii,
1979), a variagdo na composi¢cao da resina entre 6rgaos, tecidos e populagbes de
Hymenaea courbaril e verrucosa (LANGENHEIM et alii, 1978), a influéncia de fatores
fisicos, como a incidéncia de luz, temperatura e stress hidrico na producao de resina
foliar nas variedades H. courbaril var. courbaril e H. courbaril var. subsessilis
(LANGENHEIM et alii, 1981).

Em outro trabalho Langenheim e colaboradores (1982) procuraram interpretar os
padroes de variagdo na producdo e composicdo da resina de 11 espécies de
Hymenaea nos contextos ecoldgicos e sistematicos. E ja em 1983, Langenheim e Hall
estudaram também a relacdo entre a concentracado de sesquiterpenos (principalmente
cariofileno) da resina foliar de Hymenaea stigonocarpa e a herbivoria dos lepiddpteros
Stenoma ferrocanella e Spodoptera exigua. Neste mesmo ano, Langenheim e
Stubblebine investigaram a variagdo da composi¢cdo da resina da folha entre arvore
parental, plantulas e progénie e as implicagbes para a herbivoria nos tropicos umidos
(LANGENHEIM & STUBBLEBINE, 1983).
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Arrhenius e Langenheim (1983) verificaram o efeito inibitério da resina foliar de
Hymenaea e Copaifera contra o fungo Pestalotia subcuticularis. A relagdo entre
herbivoria de lepiddpteros e sesquiterpenos da folha foi analisada em arvores de H.

stigonocarpa em duas florestas do sudeste brasileiro (LANGENHEIM et alii, 1986).

1.6.2. Estudos agronémicos

Rocha (1988) analisou as proteinas de reserva das sementes de algumas espécies de
Hymenaea com a finalidade de obter padrdes protéicos que pudessem auxiliar na
taxonomia do grupo, uma vez que a revisao do género feita por Lee e Langenheim
(1975) havia sido baseada sobretudo em caracteres morfologicos e da anatomia das
folhas. Entretanto, concluiu que nao é possivel a separacéo de taxa através de padrdes

protéicos.

Botelho e colaboradores (2000) buscando contribuir para a ampliagcédo do conhecimento
da flora lenhosa do Cerrado e na produc¢ao de mudas em viveiro, descreveu e ilustrou
aspectos morfologicos externos e internos de seus frutos e sementes, do processo

germinativo e a morfologia das plantulas e mudas.

Pesquisas desenvolvidas por Aidar e colaboradores (2002) mostraram que o0s
exemplares de Hymenaea courbaril crescidas sob concentragdes enriquecidas de COo,
se estabelecem mais rapidamente em seu ambiente natural e podem também servir

como um mecanismo de sequestro de carbono pela floresta.

Uma faixa de cerrado sensu stricto, de 63,56 ha pertencente a Universidade de Brasilia-
DF, foi estudada para avaliagado da produgao energética na forma de calor da biomassa
seca de 47 espécies de arvores com didametro igual ou superior a 5 cm. Com massas
especificas e poderes calorificos superiores acima da média encontrou-se Hymenaea
stigonocarpa e Pouteria ramiflora, sendo a primeira uma das maiores produtoras

individuais de biomassa seca. A espécie de maior massa especifica basica para a
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madeira e para a casca foi Hymenaea stigonocarpa. O poder calorifico superior médio
da madeira foi de 9.942,10 kJ/kg, e o da casca, de 20.264,42 kJ/kg. Do ponto de vista
da comunidade, a espécie H. stigonocarpa teve um valor muito baixo de IVC (1,69), o
indice de valor de cobertura, que verifica o comportamento da espécie no ambito da
estrutura da comunidade o que gerou um resultado de produgéo total de energia muito
abaixo da média da comunidade (VALE et alii, 2002).

A formacdo do sistema radicular e da parte aérea das plantas esta associada a boa
capacidade de aeracao, drenagem, retengdo de agua e disponibilidade balanceada dos
substratos utilizados na germinagao. Carvalho Filho et alii (2003) avaliaram o efeito de
diferentes ambientes, misturas de substratos e tamanhos de recipientes na emergéncia
e no crescimento de mudas de Hymenaea courbaril L.. Eles demonstraram em
experimento que o melhor substrato para a germinagcdo das sementes de jatoba foi
aquele composto por solo, areia e esterco de boi na proporgcdo de 1:2:1, utilizando

sacos de polietileno de 15 x 20cm, semeados em pleno sol.

Comparando as espécies vicariantes Hymenaea courbaril var. stilbocarpa e Hymenaea
stigonocarpa a fim de detectar diferengas ecologicas entre matas e cerrados, Dechoum
(2004) estudou as diferencgas relacionadas a adaptacgao e estabelecimento de plantulas
das espécies citadas nos seus respectivos ambientes naturais (mata ciliar e cerrado),
utilizando parametros de fotossintese e crescimento. Para isto, a pesquisadora utilizou
diferentes intensidades de luz e diferentes substratos. Pdde-se perceber que a espécie
da mata, no inicio do desenvolvimento investiu no crescimento da parte aérea e foi mais
tolerante a sombra e menos tolerante a luz, e ja a espécie do cerrado foi mais tolerante
a luz e desenvolveu mais a parte subterrédnea. Foi verificado também que mudas de
H. stigonocarpa apresentaram alta mortalidade na mata, mas H. courbaril estabeleceu-
se em ambos os ambientes. A partir destes resultados, Dechoum chega a postular que
a espécie H. stigonocarpa tenha se originado a partir da espécie H. courbaril devido a
menor plasticidade apresentada por aquela espécie em relacdo a esta, ou seja, uma

baixa capacidade de ocupagao de novos ambientes.
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Na mesma linha de pesquisa, Melo et alii (2004) realizaram o estudo morfolégico de
sementes, germinacgéo e plantulas de H. intermedia var. adenotricha em condi¢cbes de

viveiro e laboratoério.

As caracteristicas biométricas do fruto, a quantificagdo da germinagdo e analise do
efeito de diferentes métodos de escarificagdo mecanica na germinagdo de sementes de
H. stigonocarpa foram determinadas por De-Carvalho e colaboradores (2005). O

mesmo estudo foi realizado com a espécie H. intermedia (CRUZ et alii, 2001).

A caracterizagdo morfolégica de plantulas de H. stigonocarpa var. stigonocarpa, H.
stigonocarpa var. brevipetiolata e H. courbaril e a verificagdo do potencial taxonémico
destas caracteristicas na determinacdo das espécies em suas fases juvenis foi
realizada por Kodama e Sartori (2007). Os resultados indicaram diferengas nas trés

espécies quanto a coloragao, forma e indumento dos cotilédones.

Considerando escassos os trabalhos sobre a ultraestrutura e anatomia do nectério de
flores quiropterdfilas, Paiva e colaboradores procuraram analisar as modificagdes
celulares e estruturais que ocorrem dentro dos nectarios durante os diferentes estagios
de desenvolvimento floral de H. stigonocarpa (PAIVA & MACHADO, 2008a) e também a
descoberta de protuberancias intercelulares (PAIVA & MACHADO, 2008b).

Com a intengao de encontrar as condi¢cdes de temperatura, luz e substratos ideais para
germinacdo de sementes de espécies arboreas nativas do cerrado em condigcbes
laboratoriais, que viessem favorecer e viabilizar a produgdo comercial de mudas,
Azevedo (2008) estudou as sementes de quatro espécies: Hymenaea stigonocarpa,
Buchenavia tomentosa, Guazuma ulmifolia e Enterolobium gummiferum. Foram
estudados o teor de umidade inicial e o comportamento germinativo das sementes,
variando-se quatro substratos diferentes: rolo de papel, papel de filtro, vermiculita e
algodao; dois regimes de temperatura: constante (25 °C) e alternada (20-30 °C); dois
niveis de luz: auséncia e presenga de luz. Para o jatoba-do-cerrado, a temperatura

alternada apresentou efeito positivo sobre a germinacao. Associada a suscetibilidade
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da auséncia de luz e ao substrato vermiculita, a pesquisa indicou que a espécie
germina e apresenta um bom desenvolvimento em locais com caracteristicas
semelhantes. Avaliando a velocidade de germinagao, a melhor combinagao observada
foi o substrato vermiculita com o regime de temperatura constante, favorecendo os

maiores valores, independentemente do nivel de luz utilizado.

Azevedo (2008) trabalhando ainda com as mesmas quatro espécies nativas do
Cerrado, prop6s a restauracdo de um fragmento de Cerraddo no Centro
Agrotecnolégico de Palmas — TO. O estudo foi baseado na avaliagdo do arranque inicial
por meio da porcentagem de sobrevivéncia e do estabelecimento pés-plantio das
mudas sob condi¢coes diferenciadas de adubacdo. A espécie H. stigonocarpa
apresentou alta porcentagem de sobrevivéncia e estabelecimento na regido, mas a
adubacdo nao contribuiu para o crescimento das plantas nos primeiros meses.
Concluiu-se neste estudo que esta espécie pode ser recomendada para a restauragao
florestal de fragmentos com condigdes ambientais semelhantes a area pesquisada

sendo recomendada a adicao de adubagao mineral no plantio.

1.6.3. Estudos sobre interagdo de Hymenaea com outros organismos

Lewinsohn (1980) investigou a predacdo de sementes de diversas espécies de
Hymenaea, tentando situar os resultados obtidos em um a&mbito comunitario. Como
resultado observou que as espécies de H. courbaril var stilbocarpa apresentam uma
baixa diversidade de predadores, quando comparada a outras espécies de
Leguminosas, sendo estes altamente especificos e estratégicos para conseguirem
romper as barreiras de protecao impostas pela espécie, tais como a dureza das cascas

dos frutos e das sementes apos a maturagéo.

Oliveira e colaboradores (1995) descobriram que formigas Mycocepurus goeldii

apresentam uma alta interagdo com H. courbaril, pois elas retiram os residuos de amido
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da polpa dos frutos da superficie das sementes, evitando o ataque de fungos e

elevando o percentual de germinagéo.

Foram observados em plantas de jatoba (Hymenaea stigonocarpa) sintomas de lesdes
foliares de onde foi isolado o fungo Phomopsis sp. que tem sido encontrado associado
a sementes de espécies comuns nos cerrados, como baru (Dipteryx alata Vog.) e
caroba [Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart.] (SANTOS, 1996), e a mancha foliar em
aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. All.) (ANJOS et alii, 2001). Este foi o primeiro
relato de Phomopsis sp. em folhas de jatoba, no Brasil, em condi¢des naturais.O
trabalho desenvolvido por Charchar e colaboradores (2003) procurou identificar o
agente causal da lesdo foliar em jatoba, determinar sua patogenicidade, e avaliar a

reacao de outras espécies vegetais ao isolado do estudo.

Lee e Langenheim (1975) propuseram, baseados no tipo de inflorescéncia, na largura
da flor e na presenga de um nectario no hipanto, que 11 espécies do género Hymenaea
seriam polinizadas por morcegos, incluindo Hymenaea stigonocarpa. De fato, Gibbs e
colaboradores (1999), verificaram a visita de morcegos e mariposas as flores de
H. stigonocarpa, sendo que somente os morcegos parecem efetivamente entrar em
contato com as anteras e os estigmas durante a visita. Assim sendo, H. stigonocarpa é
uma das cinco espécies quiropterofilas de cerrados brasileiros e € a unica que produz

flores no meio da estagédo chuvosa (janeiro-margo).

Ainda relacionado a estudos com morcegos polinizadores, em 2006, Oliveira resgistrou
a biologia floral e descreveu as variagdes na taxa de secregdo e na concentragdo de
solutos do néctar nas flores de Hymenaea stigonocarpa ao longo da noite. O estudo foi
desenvolvido durante a estagdo chuvosa no Pantanal do Mato Grosso do Sul. A
pesquisadora verificou que a produg¢ao de néctar foi maior no inicio da noite diminuindo
ao longo da noite, mas a concentracdo de solutos nao diferiu significativamente e o
peso da flor influenciou positivamente. O morcego frugifero Artibeus jamaicensis foi a
espécie com o maior numero de capturas e a frequéncia de captura em plantas com

flores teve relacéo positiva com o numero de flores abertas na noite.
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1.6.4. Estudos nutricionais e na industria alimenticia

As sementes das leguminosas sao utilizadas como fonte de galactomananas e
xiloglucanas, do grupo das fibras soluveis, por industrias farmacéuticas e de alimentos.
Matuda e Netto (2005) analisaram sementes de jatoba-do-cerrado e estas mostram-se
pobre em macronutrientes quando comparada a leguminosas utilizadas na alimentagéo,
mas encontraram alto teor de fibras, que pode levar ao aproveitamento rentavel dessas

sementes.

O fruto do jatoba, além de poder ser consumido ao natural, pode ter a sua polpa (apds
serem secas e peneiradas) utilizada na confec¢ao de bolos e biscoitos, substituindo, em
parte, a farinha de trigo. Silva e colaboradores (1998) e Chang e colaboradores (1998)
produziram biscoitos do tipo cookie substituindo 10% da farinha de trigo por farinha de
jatoba (Hymenaea stigonocarpa). Estes biscoitos apresentaram boa qualidade
tecnoldgica e bom nivel de aceitagdo mostrando-se bastante competitivos com produtos

comerciais similares.

Ainda sobre trabalhos com Hymenaea na industria alimenticia, uma mistura de gomas
de Acacia glomerosa, Enterolobium cyclocarpum e Hymenaea courbaril foi utilizada
como estabilizante para a fabricagao de sorvetes apresentando resultados satisfatérios
(RINCON et alii, 2006). Essas gomas servem para retardar o ponto de congelamento,
melhorar a textura e reduzir o processo de recristalizacdo da lactose. Apds avaliagao de
diversos fatores como viscosidade e propriedades sensoriais, a mistura apresentou boa

funcionalidade na preparacao de sorvete.

1.6.5. Estudos etnobotanicos

A espécie Hymenaea courbaril estd citada em alguns trabalhos de etnobotanica

realizados no Brasil. Em pesquisa realizada em duas vilas vizinhas do municipio de

Barcarena (PA), situadas as margens da baia de Marajé, foi verificado que o jatoba foi
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uma das espécies medicinais mais citadas no estudo, sendo sua casca utilizada no
tratamento de gripe e dor no peito na forma de xarope (AMOROZO & GELY, 1988).
Albuguerque e Andrade (2002) citaram a utilizagdo como alimento e medicamento entre

a populagao do municipio de Alagoinha, estado de Pernambuco.

Guarim Neto e Morais (2003) fizeram uma revisdo bibliografica sobre as plantas
medicinais do Cerrado de Mato Grosso, tendo sido a espécie H. Courbaril, uma das

mais citadas em trabalhos etnobotanicos, ethoecoldgicos, taxonémicos e floristicos.

Segundo Pinto e Maduro (2003), em trabalho realizado com raizeiros da cidade de Boa
Vista, estado de Roraima, o jatoba esta entre os produtos de origem vegetal mais
procurados para fins medicinais, sendo a casca e a resina indicadas como
antianémicos, para prostata e inflamagdes. Outros trabalhos retratam o uso medicinal
do jatoba (H. courbaril ): Amorozo (2002), no municipio de Santo Antonio do Leverger,

Mato Grosso e Alcantara e colaboradores (2005) municipio de Itaberaba, Bahia.

1.6.6. Outros estudos com Hymenaea

Os estudos filogeograficos sao usados para investigar os efeitos de mudangas
climaticas passadas na estrutura genética de plantas e animais que permitem planejar
estratégias de conservagdo de biomas. Desenvolvendo seu trabalho nesta area de
estudos, pesquisadores relacionaram a distribuicdo geografica das populacdes de H.
stigonocarpa em trés grupos diferenciados em funcdo das mudangas climaticas no
cerrado brasileiro (RAMOS et alii, 2007).

Durante a avaliagcédo de oito madeiras brasileiras como alternativas para substituicdo do
carvalho em barris usados para envelhecimento de cachacga, o jatoba esteve entre os
trés melhores candidatos apds comparagdes da porcentagem de fendis totais,
diferengas no UV-visivel e testes de aceitagdo sensorial: cor, sabor e aroma (FARIA et
alii, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

Considerando a importancia do estudo das plantas e a comprovada atividade biolédgica
dos produtos naturais isolados delas, este trabalho teve como objetivo a realizagdo do
estudo fitoquimico do extrato do epicarpo de Hymenaea stigonocarpa var. stigonocarpa,
até entdo nado descrito na literatura, e a derivatizacdo estrutural das substancias
isoladas para a realizacdo de ensaios biologicos. Objetivou-se também o
desenvolvimento de uma metodologia para a recuperagao da silica impregnada com

nitrato de prata gerada nas separacgdes e purificagdes das substancias isoladas.

2.2. Especificos

Investigar a composi¢do quimica da resina do epicarpo da espécie H. stigonocarpa a

partir da extragdo com hexano;

Isolar da resina do epicarpo de H. stigonocarpa os (-)-acidos ézico e isodzico e realizar

a partir deles derivatizagdes estruturais;

Desenvolver uma metodologia para o tratamento da silica gel impregnada com nitrato

de prata gerada durante a purificagdo das substancias;
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Realizar analises quantitativas e qualitativas para avaliar as caracteristicas fisico-

quimicas da silica gel recuperada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estudo fitoquimico do extrato hexanico de Hymenaea stigonocarpa

3.1.1. Preparacao do extrato e extragao acido-base

O material de Hymenaea stigonocarpa coletado em setembro de 2006 no Parque
Nacional da Serra do Cipé — MG foi devidamente identificado pelo Dr. Vidal de Freitas
Mansano e sua exsicata (Mansano, V. F. RB 431908) encontra-se depositada no

Herbario do Jardim Botanico no Rio de Janeiro.

Dos frutos maduros de H. stigonocarpa foram obtidos os epicarpos sem polpa (Figura
9), que foram lavados e secos a sombra. Os epicarpos foram moidos em moinho de
martelos submetidos a extragdo com hexano para fornecer em torno de 3,5% em massa

de extrato apds a evaporacgao do solvente.
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Figura 9 - Frutos (a) e epicarpos (b) de H. stigonocarpa

A seguir, o extrato hexanico foi diluido em éter etilico e extraido com por¢des de uma
solucdo aquosa de hidroxido de potassio (KOH) 0,6 mol.L™" até a completa extracéo das
substancias acidas. Desta forma, obtiveram-se duas fragdes: a organica contendo as
substancias neutras e constituida predominantemente de sesquiterpenos e, a fragao
aquosa contendo predominantemente os acidos diterpénicos na forma de sais. A fracdo
aquosa foi adicionado acetato de etila e entdo, pequenas por¢cdes de uma solugcao
aquosa de acido cloridrico (HCI) 1 mol.L™" até a neutralizagdo do meio para a obtencdo

dos acidos.

A fase organica contendo as substancias acidas foi separada da fase aquosa, seca com
sulfato de sodio (Na,SO,4) e evaporada fornecendo cerca de 68,6% da fracao inicial do
extrato hexanico. Esta fragdo composta por acidos foi entdo esterificada. Aliquotas de
ambas as fases (contendo as substancias neutras e os ésteres) foram analisadas em
cromatografo gasoso para avaliagdo da composicdo das fases. Os cromatogramas
podem ser visualizados a seguir (Figuras 10 e 11).
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Figura 10 - Cromatograma da fragcao de neutros do extrato hexanico do epicarpo de H.
stigonocarpa.

Da fracdo de neutros, os sesquiterpenos espatulenol e Oxido de cariofileno se
apresentavam em maior quantidade com os respectivos tempos de retencgao:

tr=5,17 min. e tr = 5,22 min. conforme pode ser visto na Figura 10.
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Figura 11 - Cromatograma da fragao de ésteres do extrato hexanico do epicarpo de H.
stigonocarpa.

O cromatograma da fragao acida apods esterificagdo (Figura 11) mostra uma complexa

mistura de ésteres.

Estas duas fragbes foram entdo, submetidas a separagdes cromatograficas para

isolamento e purificacdo das substancias presentes.



3.1.2. Separagao das substancias presentes na fragao neutra

3.1.2.1. Isolamento dos sesquiterpenos a-copaeno (15), 6xido de cariofileno (29) e

espatulenol (30)

A fragdo neutra obtida apds extracdo acido-base e varias separagdes cromatograficas
em coluna forneceu os sesquiterpenos a-copaeno 15 (50,9 mg), éxido de cariofileno 29
(57,3 mg) e espatulenol 30 (79,7 mg). A identificacdo das substancias isoladas foi
realizada através das técnicas de Espectrometria de Massas, Infravermelho e RMN 'H

e de ®C. Os espectros estdo no Apéndice e os principais dados sdo listados nas

tabelas a seguir (Tabela 5).

Tabela 5 — Valores de deslocamentos quimicos (5) de RMN "H e de RMN "*C do

a-copaeno 15.

RMN 'H RMN *°C

S (ppm)/multiplicidade S (ppm)

1 1,45-177 m 54,3 CH
2 2,18 tl 36,2 CH;
3 5,20 tl 116,2 CH
4 - 1440 C
5 2,08 sl 442 CH
6 1,45-177 m 447 CH
7 1,45-177 m 36,8 CH
8 1,45-177 m 21,8 CH;
9 1,45-177 m 30,1 CH

10 - 39,6 C
11 1,45-177 m 321 CH
12 0,83 d 19,9 CH;
13 0,85 d 19,7 CHs
14 0,78 s 19,4 CH;s
15 1,66 s 23,2 CHjs;
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Como essas substancias ja haviam sido isoladas do epicarpo de Hymenaea sp. e
devidamente caracterizadas (GIACOMINI, 2002) e sao comumente encontrados na
literatura (BROCHINI & ROQUE, 2000; JAYAPRAKASAM et alii, 2007), nao foi
necessario a realizacdo de todas as analises espectrométricas para confirmacao das

estruturas das substancias.

O sesquiterpeno a-copaeno 15 foi isolado como um o6leo amarelo. Seu espectro de
RMN "H (Figura 1A, Apéndice) mostrou um complexo conjunto de sinais na faixa de
o= 1,45-1,77 referente a seis hidrogénios metinicos e metilénicos. Apresentou também
um simpleto em &= 1,66 referente a metila ligada ao carbono insaturado (CH3-15), um
simpleto em &= 0,78 referente a metila ligada ao carbono quaternario (CHs-14), dois
dupletos relacionado as duas metilas do grupo isopropil (CH3-12 e CH3-13) em &= 0,83

e o= 0,85 respectivamente, e um sinal em 6= 5,20 caracteristico de hidrogénio vinilico.

15

No espectro de RMN "*C (Figura 2A, Apéndice), observou-se 15 carbonos dos quais
dois sdo quaternarios, sendo um deles (06 =144,0) caracteristico de carbono olefinico
(C-4). Os demais sinais indicaram quatro carbonos metilicos, trés metilénicos e seis

metinicos, dos quais o sinal em §=116,2 pertence a um carbono insaturado (C-3).

O sesquiterpeno 6xido de cariofileno (29) se apresentou como um éleo incolor de

Rf=0,65 (hexano:acetato de etila 9:1; silica gel).
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No espectro de RMN 'H do 6xido de cariofileno (Figura 4A, Apéndice) observou-se
sinais referentes as trés metilas, duas mais protegidas em &= 1,00 e 5= 1,02 e uma
ligada a oxirana em 6 =1,22. Constatou-se também dois simpletos em &= 4,87 e 5= 4,99

relativos aos sinais dos hidrogénios da dupla exociclica.

A substancia (30) se apresentou como um 6leo incolor de Ry = 0,61 (hexano:acetato de
etila 9:1; silica gel) e apés comparacdes com dados da literatura foi constatado se tratar

do espatulenol.

O espectro de RMN "H do espatulenol apresentou sinais de dois hidrogénios de um
exometileno em &= 4,66 e &~ 4,69. Este espectro também exibiu trés sinais metilicos em

o=1,04, &= 1,06 e 5= 1,29 como podem ser vistos na Figura 7A, Apéndice.

Os dados de RMN "H do éxido de cariofileno (29) e do espatulenol (30) estdo descritos
na Tabela 6.
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Tabela 6 - Dados de RMN 'H dos sesquiterpenos éxido de cariofileno 29 e espatulenol
30 de Hymenaea stigonocarpa.

Hidrogénio Oxido de cariofileno Espatulenol
o (ppm)/multiplicidade o (ppm)/multiplicidade
1 1,78 tl 1,61-1,68 m
1,80 - 1,90 m
2 1,57-172 m 1,562-158 m
1,67-173 m
3 0,94-1,02 m -
208-218 m
4 - 1,26-1,33 m
2,89 dd 0,47 dd
1,28-1,38 m 0,72 ddd
223-230 m
7 208-2,18 m 1,00-1,03 m
233-2,38 m 1,90-2,02 m
8 - 210-223 m
2,42 dd
9 2,63 dd -
10 1,57-172 m 210-2,23 m
11 - 4,66 sl
4,69 sl
12 1,20 s -
13 4,86 sl 1,04 s
4,98 sl
14 1,02 S 1,06 ]
15 1,00 s 1,29 s
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3.1.2.2. Isolamento do diterpeno caur-16-en-18-ol (31)

Da purificagdo de duas fragdes reunidas da separagao cromatografica anterior, (135-
176) e (177-193), foi isolada a substancia 31. A identificagdo foi realizada através da
analise dos dados obtidos a partir da espectrometria de massas, IV, RMN 'H e '°C,
encontrados nas Figuras 8A-11A do Apéndice. A partir desses dados e comparando-0s
com a literatura (GONZALEZ et alii, 1973; GONZALEZ et alii, 1981; MULLER, 2004)

concluiu-se que se tratava do alcool de esqueleto caurénico caur-16-en-18-ol (31).

O alcool 31 foi isolado do extrato como um solido branco cristalino de ponto de fusdo na
faixa entre 103 — 105 °C, com R¢ = 0,38 (hexano:acetato de etila 9:1; silica gel). O
espectro de massas (Figura 8A, Apéndice) mostra o pico do ion molecular em
m/z = 288. O pico em m/z = 273 refere-se a perda de metila e m/z = 257 corresponde
a perda de CH,OH. Os demais picos sdo provenientes de fragmentacdes e rearranjos
da estrutura policiclica e estdo de acordo com a literatura (ANTHONSEN &
CHANTHARASAKUL, 1971).

O espectro de Infravermelho de caur-16-en-18-ol (31) (Figura 9A, Apéndice) mostra um
sinal largo e intenso em 3355 cm™, caracteristico de deformacéo axial O-H. Podem ser
observados também os sinais caracteristicos de estiramento C-H de carbono sp? em
2986 cm™ e C=C em 1655 cm™". Os sinais caracteristicos de metileno terminal podem
ser observados em 1441 cm™ para a deformacao angular de C-H e em 870 cm™ para a

deformacao fora do plano do grupo =CH..
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O espectro de RMN "*C (Figura 11A, Apéndice) indicou a presenca de 20 atomos de

carbonos.

O espectro de RMN "H do alcool 31 (Figura 10A do Apéndice) confirmou a presenca de
hidrogénios de duas metilas sobre um carbono quaternario na forma de dois simpletos
em &= 0,75 e & 1,05, que estédo ligados aos carbonos 20 e 19 (&= 17,5 e & 18,0,
respectivamente) que podem ser vistos no espectro de RMN '*C (Figura 11A,
Apéndice). Observou-se também um dupleto em &~ 3,10 e outro em & 3,41
provenientes dos hidrogénios da posicao 18, com J= 12 Hz caracteristico de

acoplamento de hidrogénios geminais.

Os deslocamentos quimicos de RMN "H em &= 4,80 e &= 4,71 foram atribuidos aos
hidrogénios de uma dupla terminal. Estes foram relacionados com o sinal no espectro
de RMN ®C em &= 103,0 atribuido ao carbono sp? desta dupla terminal. O sinal em
o= 2,63 é referente ao hidrogénio da posi¢cao 13. Os demais hidrogénios ligados aos
carbonos ciclicos se apresentam na forma de multipletos na regiao entre &= 2,07 e
o= 0,76.

Gonzalez et alii (1981) estudou as variagbes de deslocamentos quimicos em diversos
diterpenos com esqueletos cauranicos hidroxilados. Eles observaram que, quando
ligado ao C-4, o grupo CH,OH na posi¢cdao equatorial apresenta um sinal em
deslocamento quimico maior (em torno de &~ 71,8) que 0 mesmo grupo na posigao

axial (em torno de &= 65,4), o que esta de acordo com a estrutura proposta (&= 72,5).

Outro fator que deve ser levado em consideracédo para as atribuicbes dos esqueletos
cauranicos é o efeito »gauche (CREWS & KHO-WISEMAN, 1978; GONZALEZ et alii,
1981). Este efeito causa a blindagem em algumas posicdées quando substituintes
hidroxila estdo presentes nas posi¢coes C-3, C-18 e C-19. Quando o grupo hidroxila esta
presente no C-18, ocorre o efeito de blindagem nas posi¢gdes C-3 e C-5, diferentemente

do que ocorre quando o grupo hidroxila se encontra no C-19. Possivelmente reflete as
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diferentes conformag¢des dos grupos. Quando sdo comparados os deslocamentos
quimicos dos carbonos C-3 (&= 35,3) e C-5 (6= 49,9) do alcool 31 com os
deslocamentos quimicos do caureno correspondente sem hidroxila, C-3 (&= 42,0) e C-5
(6= 56,1), observa-se, como era esperado, a blindagem causada pelo efeito ~gauche

da hidroxila ligada ao carbono 18.

3.1.2.3. Isolamento dos diterpenos cauran-16a-ol (32) e caur-16-en-3a-ol (33)

A analise por CG/EM da fragdo (65-87) obtida em separagbes cromatograficas
anteriores da fragdo neutra, mostrou ser constituida principalmente por uma mistura de
dois diterpenos com esqueleto caurano. Esta foi entdo, cromatografada algumas vezes
para purificacdo das substancias, mas como se tratavam de isbmeros com fatores de
retencdo (R;) coincidentes, ndo foi possivel a separagdo das substancias por

cromatografia em coluna.

Optou-se entdo, por utilizar o método de recristalizagcdo por gradiente térmico,
baseando-se na pequena diferenca de solubilidade dos dois isbmeros em
diclorometano. Entdo, através de recristalizagdes sucessivas foi possivel obter os dois

isdmeros puros 32 (16 mg) e 33 (30 mg).

A identificacdo das substancias através de técnicas de RMN 'H, *C, COSY, HMQC e
HMBC provou se tratar das substancias cauran-16a-ol (32) e o caur-16-en-3a-ol (33).

Os espectros encontram-se no Apéndice.
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32

As atribui¢cdes para a substancia 32 foram feitas de acordo com dados ja descritos na
literatura (HUGEL et alii, 1965 & HANSON et alii, 1976). O alcool foi isolado como um
sélido branco de ponto de fusdo 210-212 °C. O espectro de massas (Figura 12A,
Apéndice) mostra o pico do ion molecular em m/z = 290. O pico em m/z = 272 refere-se
a perda de H,O e m/z = 257 corresponde a perda de metila. Os demais picos sao
provenientes de fragmentagdes e rearranjos da estrutura policiclica e estdo de acordo
com a literatura (ANTHONSEN & CHANTHARASAKUL, 1971).

O espectro de infravermelho do cauran-16a«-ol (32) (Figura 13A, Apéndice) apresenta
um sinal largo e intenso em 3400 cm™, caracteristico de deformagao axial O-H. Podem
ser observados também os sinais caracteristicos de estiramento C-H de carbonos
alifaticos primarios, secundarios e terciarios em 2910 cm™, em 1461 cm™ sinal de
deformagdo angular de CH, e em 1045 cm™ deformagdo angular de O-H. Os sinais

caracteristicos para a deformacao angular de C-H em 875 cm™ podem ser observados.

No espectro de RMN 'H do alcool 32 (Figura 14A do Apéndice) constatou-se a
presenca de hidrogénios de quatro metilas ligados a carbonos quaternarios na forma de
simpletos &~ 0,79, &= 0,84, &~ 1,01 e &~ 1,35, que de acordo com as correlacbes
observadas no espectro de RMN 'H, *C (HMQC) estéo ligados aos carbonos 19
(= 21,6), 18 (o= 33,7), 20 (o= 17,7) e 17 (&= 24,7) respectivamente. Os demais
hidrogénios ligados aos carbonos ciclicos se apresentam na forma de multipletos na
regiao entre 5= 1,92 e 5= 0,72.



45

O espectro de RMN "*C (Figura 15A, Apéndice) indicou a presenca de 20 atomos de
carbonos. De acordo com o espectro de RMN '3C obtido pela técnica DEPT 135 (Figura
16A, Apéndice) foram detectados nove grupos metilénicos e sete grupos metinicos e
metilicos. Desses sete grupos, trés sao metinicos (5= 49,1, &= 56,3 e & 56,9) como
mostra o espectro de RMN "C obtido pela técnica DEPT 90 (Figura 17A, Apéndice). A
diferenga entre os numeros de sinais dos espectros obtidos pelas duas técnicas (APT e
DEPT) indicou a existéncia de quatro sinais correspondentes a atomos de carbonos

quaternarios, sendo um deles um sp® oxigenado (&= 79,5).

De acordo com Hanson et alii (1976), é possivel descobrir a posicao do grupo hidroxila
em um esqueleto caurénico a partir do efeito de desblindagem dos deslocamentos
quimicos que este grupo causa no carbono hidroxilado e nos carbonos diretamente
ligados a ele. Comparando os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos 13
(0=49,1), 15 (6=58,2) e 16 (6= 79,5) da substancia 32 com o correspondente caureno
nao hidroxilado (6 = 44,2, 6 = 49,2 e 6 = 54,0) observa-se a variagdo dos valores dos
deslocamentos quimicos para valores maiores, o que comprova a estrutura do alcool na

posicao 16.

Para a substancia 33 foram feitas as atribuicdes de acordo com dados ja descritos na
literatura (GONZALEZ et alii, 1981). O espectro de massas (Figura 21A, Apéndice)
mostra o pico do ion molecular em m/z = 288. O pico em m/z = 273 refere-se a perda de
metila e 0 m/z = 255 a sequente perda de H,O. Os demais picos sao provenientes de
fragmentagdes e rearranjos da estrutura policiclica e estdo de acordo com a literatura
(ANTHONSEN & CHANTHARASAKUL, 1971).
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Analisando o espectro de infravermelho do alcool 33 (Figura 22, Apéndice) pode-se
constatar um sinal largo e intenso em 3335 cm™, caracteristico de deformacdo axial. O
espectro apresenta também absorcdes em 1655 e 872 cm™ referentes a presenca de
uma olefina exociclica, em 2866 cm™ relativa ao estiramento C-H de carbono sp? e em

1442 cm™ para a deformacédo angular de C-H.

O espectro de RMN 'H (Figura 23A do Apéndice) apresentou em &= 0,76, 5= 0,96 e
o= 1,02 trés simpletos caracteristicos de metilas ligadas a carbonos quaternarios, que
de acordo com as correlagdes observadas no espectro de RMN 'H, *C (HMQC, Figura
26A do Apéndice) pertencem aos carbonos 19 (5= 15,6), 18 (5= 28,5) e 20 (&= 17,6)
respectivamente. Apresentou também dois sinais em &= 4,80 e &~ 4,73 atribuidos aos
hidrogénios da dupla exociclica e um sinal em &= 2,64 na forma de um simpleto largo
referente ao hidrogénio H-13. Foi ainda observado um duplo dupleto em &= 3,62 relativo
ao hidrogénio H-3 ligado ao carbono onde se encontra o grupo hidroxila (6= 79,1), o que
foi confirmado pela correlagdo observada no espectro de RMN 'H, *C (HMQC, Figura
26A do Apéndice). Os demais hidrogénios ligados aos carbonos ciclicos se apresentam
na regiao entre &= 2,05 e &= 0,75.

O espectro de RMN ®C do caur-16-en-3a-ol (33) (Figura 24A, Apéndice) indicou a
presenca de 20 atomos de carbonos: sete carbonos CH e CHj; e treze carbonos C e
CHa.

Comparando os valores dos carbonos 2 (6= 27,4), 3 (&= 79,1) e 4 (&= 39,0) da
substancia 33 com o correspondente caureno nao hidroxilado (o= 18,7, &= 42,0 e
o= 33,3) observa-se o deslocamento quimico indicando a estrutura do caureno com a
hidroxila na posicdo 3. Comparando também a variagdo causada pelo efeito
y-gauche, observa-se que o C-19 do alcool 33, apresenta sinal em 6= 15,6. Este sinal
encontra-se mais blindado do que o sinal do C-19 do caureno sem substituigao

correspondente (&= 21,7) o que confirma a estrutura proposta do alcool.
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A Figura 24A do Apéndice mostra ainda dois sinais em &= 103,1 e o= 156,0 atribuidos

aos carbonos da dupla ligagédo exociclica.

3.1.3. Separagao das substancias da fragao acida

Apos o fracionamento da fracdo neutra do extrato hexanico, iniciou-se o processo de
estudo da fragcdo acida. Como a esterificacdo da fracdo acida com sulfato de metila
apresentou baixo rendimento, esta foi submetida a reagdo com diazometano (34), que
apresentou melhores resultados. Inicialmente, entdo, foi preparado o diazometano a
partir do Diazald (35) que, por sua vez, foi sintetizado pela rea¢do do cloreto de tosila
(36) com metilamina em meio basico e nitrito de sddio em acido acético de acordo com

a metodologia descrita por De Boer e Backer (1963).

ApOs a esterificacdo e separagao cromatografica em coluna de gel de silica, obteve-se
uma fracdo com R¢= 0,8 (hexano:acetato de etila 9:1; silica gel) em CCD. Nesta fragéao,
ap6s analise em CG/EM, verificou-se a presenga de quatro ésteres majoritarios que
foram designados como 6a, 37, 38 e 39, como pode ser observado no cromatograma
apresentado na Figura 12.

8.81

271 '
2351

6a 39 38 37
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Figura 12 - Cromatograma da fragao constituida dos ésteres 6a, 37, 38 e 39.
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Esses ésteres foram submetidos a separagao cromatografica em coluna de gel de silica
impregnada com AgNO3 (10%) e eluidos com uma mistura de hexano e acetato de etila

com proporgdes crescentes do solvente mais polar.

Apo6s analise das fracbes por CG/EM, foi constatado o isolamento de quatro
substancias que também foram caracterizadas através das analises dos espectros
obtidos no Infravermelho, RMN 'H, RMN ™C, por técnicas bidimensionais e por

espectrometria de massas.

3.1.3.1. Isolamento do diterpeno caur-16-en-18-oato de metila (37)

A substancia majoritaria na mistura dos ésteres, 37, foi a primeira a ser eluida da coluna
cromatografica com uma mistura de hexano:acetato de etila 9,7:0,3. O cromatograma
da fragcao esta mostrado na Figura 13, onde pode ser observado que a substancia foi

obtida com alto grau de pureza.

am3

Figura 13 - Cromatograma da fragdo contendo o éster 37.

O éster 37 foi obtido como um sdélido cristalino branco de ponto de fusdo na faixa de
108 — 110 °C e R¢= 0,8. Apds realizada a analise dos espectros, este apresentou sinais
coerentes com a estrutura do caur-16-en-18-oato de metila (37) (HUGEL et alii, 1965;
YAMASAKI et alii, 1976; GONZALEZ et alii, 1981; HSIEH et alii, 2004).
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A confirmacgao estrutural da substancia 37 foi feita, inicialmente, pela analise do seu
espectro no infravermelho (Figura 29A, Apéndice) que apresentou sinais caracteristicos
de estiramento C-H de carbono sp? em 3020 cm™ e C=C em 1655 cm™. O sinal intenso
em 1717 cm ™' corresponde ao estiramento C=0 do éster, enquanto que em 1248 cm’™
encontra-se o sinal de deformacgao axial do C-O. Os sinais caracteristicos de metileno
terminal podem ser observados em 1437 cm™ para a deformagao angular de C-H e em

874 cm™ para a deformac&o angular fora do plano do grupo =CHs.

O espectro de massas obtido para a substancia 37 (Figura 28A, Apéndice) apresentou
um pico do ion molecular (m/z = 316) relativamente intenso, caracteristico de ésteres
carboxilicos de massa elevada. Os picos em m/z = 301 e 257 sao referentes a perda de
respectivamente, CHz e COOMe da funcéao éster. Os demais picos sdo provenientes de
fragmentagdes e rearranjos da estrutura policiclica e estdo de acordo com a literatura
(ANTHONSEN & CHANTHARASAKUL, 1971).

O espectro de RMN 'H do caur-16-en-18-oato de metila, Figura 30A do Apéndice,
mostra dois simpletos referentes as metilas 20 (6= 1,07) e 19 (5= 1,16). A fungéo éster é
confirmada pelo simpleto em &= 3,65 proveniente da metoxila. Os hidrogénios da dupla
ligacao 17 dao origem aos sinais em &= 4,80 e 4,73. O simpleto em &= 2,63 é referente
ao hidrogénio da posicao 13. Os demais hidrogénios ligados aos carbonos ciclicos se

apresentam na forma de multipletos na regidao entre &= 2,1 e &= 0,8.

A analise do espectro de RMN ">C do caur-16-en-18-oato de metila (37) da Figura 31A

(Apéndice) demonstrou se tratar de uma substancia com 21 atomos de carbono. Na
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fase inversa do espectro foram encontrados seis sinais de metilas e grupos metinicos e

na fase positiva quinze sinais de grupos metilénicos e carbonos quaternarios.

O espectro confirmou a presenca de duas metilas sobre um carbono quaternario em
5= 16,5 e &= 18,0, que foram evidenciadas por RMN 2D 'H, *C (HMQC, Figura 33A do

Apéndice) em &= 1,07 e &~ 1,16, respectivamente.

Em &= 103,1 atribuiu-se ao carbono sp? (CH,) de uma dupla terminal que foi confirmado
por RMN 2D 'H, *C (HMQC, Figura 33A do Apéndice) onde os deslocamentos

quimicos &= 4,73 e &= 4,80 foram atribuidos aos hidrogénios desta dupla terminal.

A atribuicdo do grupo carboximetil (COOMe) do C-4 em posigao equatorial baseou-se
no deslocamento quimico do C-5 (6= 50,6). Quando esta fungéo se encontra na posigao
axial, o deslocamento quimico esperado para o C-5 ocorre em torno de &= 56,0, o que
nao foi observado nesse caso devido ao efeito y-gauche de blindagem dos atomos de
oxigénio do grupo carboximetil no C-5 (MONTE et alii, 1988; VELANDIA et alii, 1998).
Outro fator que confirmou a posi¢ao do grupo COOMe, foi o deslocamento quimico da
metila ligada ao C-4. Esta metila quando em posigdo equatorial apresenta
deslocamento quimico préximo de &= 30,0 (YAMASAKI et alii, 1976; VELANDIA et alii,
1998) e quando em posigao axial apresenta deslocamento quimico proximo de &= 20,0
(GONZALEZ et alii, 1981), que é o caso da substancia 37, cujo deslocamento quimico é
o= 18,0.
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3.1.3.2. Isolamento do diterpeno ozato de metila (6a)

O segundo éster a ser obtido da coluna foi a substancia 6a, também com uma mistura

de hexano:acetato de etila 9,7:0,3. Seu cromatograma esta mostrado na Figura 14.

8.339

Figura 14 - Cromatograma da fragao contendo o éster 6a.

A substancia 6a, obtida na forma de um déleo incolor, foi submetida a analise no por
espectrometria de massas, RMN 'H, RMN C e por técnicas bidimensionais,
apresentando sinais coerentes com a estrutura do ozato de metila, ja isolado de outras
espécies de Hymenaea sp. (GONZALEZ et alii, 1981; NOGUEIRA, 1999; GIACOMINI,
2002).

H 6

19 COOMe
18 21

6a

O espectro de massas obtido para a substancia (Figura 35A, Apéndice) apresentou um
pico do ion molecular (m/z = 316) e os picos em m/z = 301 e 257 referentes a perda de

respectivamente, CH; e COOMe. Os demais picos sao provenientes de fragmentagdes
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e rearranjos da estrutura policiclica. O espectro de massas obtido esta de acordo com o
descrito na literatura (ATKINSON & CROW, 1970).

O espectro de RMN 'H do ozato de metila (6a), Figura 36A do Apéndice, mostra trés
simpletos referentes as duas metilas ligadas a carbonos quaternarios: 20 (6= 0,76) e 19
(6= 1,16) e a uma metila vinilica &= 1,74. A func&o éster é confirmada pelo simpleto
proveniente da metoxila 21 (&= 3,65). Os hidrogénios ligados aos carbonos insaturados
dao origem aos dupletos centrados em &= 4,87 e 5,03 do carbono 15, ao duplo dupleto
centrado em &= 6,34 do carbono 14, e aos dois simpletos em &~ 4,48 e 4,83 do carbono
17 e a um tripleto largo em &~ 5,40 relativa ao hidrogénio dos C-12. Os demais
hidrogénios ligados aos carbonos ciclicos se apresentam na forma de multipletos na

regidao entre 5= 2,4 e 1,15.

A analise do espectro de RMN "C (Figura 37A do Apéndice) mostrou a presenca de 21
carbonos correspondentes a quatro carbonos metilicos, oito carbonos metilénicos,

quatro carbonos metinicos e cinco carbonos quaternarios.

O deslocamento quimico em & 108,1 foi atribuido ao carbono sp? da dupla terminal
(C-17) o que foi confirmado no espectro de RMN 2D 'H, "*C (HMQC, Figura 39A do
Apéndice) por apresentar correlacdo com os hidrogénios ligados ao C-17. Da mesma
forma, os deslocamentos quimicos 6= 110,0, &= 133,9 e & 141,8 foram atribuidos aos
carbonos 15 (dupla terminal monossubstituida), 12 e 14 respectivamente, apos
observagao das correlacdes entre H e C no espectro de RMN 2D 'H, "*C (HMQC).

3.1.3.3. Isolamento do diterpeno caur-15-en-18-oato de metila (38)

A quarta fragdo a ser eluida da coluna cromatografica com uma mistura de
hexano:acetato de etila 9,5:0,5 forneceu a substancia 38 como pode ser observado no
cromatograma da Figura 15. A substancia se apresentou como um sélido cristalino

branco de ponto de fusdo na faixa de 111-112 °C.
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8.803

8.803

Figura 15- Cromatograma da fragdo contendo o éster 38.

Essa substancia foi submetida & andlise no Infravermelho, de RMN 'H, "*C, RMN 2D e
por espectrometria de massas para identificacdo da molécula. Comparando os
resultados com os dados da literatura (HUGEL et alii, 1965; YAMASAKI et alii, 1976;
GONZALEZ et alii, 1981), a concluiu-se que a substancia se tratava do caur-15-en-18-

oato de metila (38).

O espectro de massas mostrado na Figura 41A do Apéndice apresenta um padrao de
fragmentagdo muito semelhante ao da substéncia caur-16-en-18-oato de metila (37),
por apresentar esqueleto muito semelhante. O espectro de massas obtido para esta
substancia apresentou um pico do ion molecular (m/z = 316) e os picos em m/z = 301 e
257 referentes a perda de respectivamente, CHz e COOMe da funcao éster. Os demais
picos sao provenientes de fragmentagdes e rearranjos da estrutura policiclica e estdo

de acordo com o observado na literatura (HUGEL et alii, 1964).
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A andlise de infravermelho da Figura 42A (Apéndice) apresentou sinais caracteristicos
de deformacdo axial C-H de carbono sp? em 3030 cm™. A deformacédo axial C=C
endociclico aparece como um sinal pouco intenso em 1637 cm™. O sinal intenso em
1720 cm ' corresponde ao estiramento C=0 do éster e a deformagado axial de C-O é
evidenciada pelo sinal em 1244 cm™. O sinal de intensidade média em 816 cm™ é

caracteristico de deformacgao angular fora do plano de alquenos trissubstituidos.

O espectro de RMN 'H do caur-15-en-18-oato de metila (38), Figura 43A (Apéndice),
apresenta dois simpletos referentes as metilas 20 (6= 1,04) e 19 (& 1,12). Esta
substancia apresenta um sinal referente a mais uma metila quando comparado ao
caur-16-en-18-oato de metila (37) em &= 1,68 (simpleto). Este sinal é caracteristico de
metila ligada a carbono insaturado e pode justificar a dupla endociclica neste isébmero.
A funcéo éster é confirmada pelo simpleto em &= 3,64 proveniente da metoxila ligada ao
carbono 21. O sinal em &= 2,30 é referente ao hidrogénio da posi¢cao 13. O simpleto em
o= 5,05 refere-se ao hidrogénio 15. Os demais hidrogénios ligados aos carbonos

ciclicos se apresentam na forma de multipletos na regido entre &= 1,80 e 0,77.

A analise do espectro de RMN "*C do caur-15-en-18-oato de metila (38) da Figura 44A
(Apéndice) demonstrou se tratar também de uma substancia com 21 atomos de
carbono. Na fase positiva do espectro foram encontrados oito sinais de metilas e grupos
metinicos e na fase inversa do espectro treze grupos metilénicos e carbonos

quaternarios.

O espectro de RMN "C juntamente com o espectro de RMN 2D 'H, "*C (HMQC, Figura
46A do Apéndice) confirmou a presenga de duas metilas ligadas a carbonos
quaternarios em &= 15,5 (C-20) e &= 18,1 (C-19) que se correlacionam com o0s sinais
em &= 1,04 e & 1,12, respectivamente. Também foi possivel correlacionar o sinal da
metila ligada ao carbono insaturado (C-17) em &= 14,3 com o sinal dos seus respectivos

hidrogénios em &= 1,68. E ainda, no espectro de RMN '3C foi possivel atribuir os sinais
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em &~ 1354 e & 142,6 como sendo pertencentes aos carbonos trissubstituido e

tetrassubstituido da dupla ligagdo endociclica, respectivamente.

O grupo carboximetil (COOMe) do C-4 do éster (38) também se encontra em posi¢cao

equatorial, o que foi possivel descobrir baseado no deslocamento quimico do carbono

metinico C-5 (6= 49,0) e da metila C-19 (&= 18,1).

3.1.3.4. Isolamento do diterpeno isoozato de metila (39)

A Ultima substancia a ser eluida da coluna cromatografica (39), com uma mistura de

hexano:acetato de etila 8:2, foi obtida pura na forma de um 6leo incolor (Figura 16).

271

Figura 16 - Cromatograma da fragdo contendo o éster 39.

Essa substancia foi submetida & analise no Infravermelho e de RMN 'H e '3C,
apresentando sinais coerentes com a estrutura do isoozato de metila (39) quando
comparados com os dados da literatura (MARTIN & LANGENHEIM, 1974; GONZALEZ
et alii, 1981; NOGUEIRA, 1999; GIACOMINI, 2002). O isoozato de metila € um
diterpeno conhecido com esqueleto labdanico e que também ja foi isolado de outras

espécies de Hymenaea sp.
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19 COOMe
18 21

39

O espectro de massas mostrado na Figura 48A do Apéndice apresenta um padréao de
fragmentagdo muito semelhante ao da substancia ozato de metila (6a), porque estas
moléculas apresentam esqueletos muito semelhantes. O espectro de massas obtido
para esta substancia (Figura 48A do Apéndice) apresentou um pico do ion molecular
(m/z = 316) e picos em m/z = 301 e 257 referentes a perda de CHz e COOMe da fungao
éster respectivamente. Os demais picos s&o provenientes de fragmentagbes e
rearranjos da estrutura policiclica. O espectro de massas obtido esta de acordo com o
descrito na literatura (ATKINSON & CROW, 1970).

O espectro de RMN "H do isoozato de metila (39), Figura 49A (Apéndice), mostra dois
simpletos referentes as metilas 20 (&= 0,71) e 19 (5= 1,14). A fungao éster € confirmada
pelo simpleto em &~ 3,66 proveniente da metoxila ligada ao C-21. O espectro permitiu
também identificar sete hidrogénios ligados a carbonos insaturados. Os sinais em
o= 4,97 e 5,01 se apresentam como dois simpletos atribuidos aos hidrogénios do C-16.
Centrados em &= 5,05 e em &= 5,22 observa-se dois dupletos dos hidrogénios ligados
ao C-15. Os dois simpletos em &~ 4,57 e 4,85 foram atribuidos aos hidrogénios do
C-17. E finalmente, o duplo dupleto em &= 6,36 é referente ao hidrogénio ligado ao
carbono 14. Os demais hidrogénios ligados em carbonos saturados se apresentam na

forma de multipletos na regido entre 5= 2,45 e 1,18.

O espectro de RMN ™C (Figura 50A do Apéndice) apresentou 21 sinais
correspondentes a trés carbonos metilicos, dez carbonos metilénicos, trés carbonos

metinicos e cinco carbonos quaternarios.



57

A andlise conjunta dos dados de RMN "*C e RMN 2D 'H, "*C (HMQC, Figura 52A do
Apéndice) permitiu identificar a presenca de duas olefinas dissubstituidas terminais em
o= 107,0 (C-17, CH,)/ 148,0 (C-8, C) e em &= 115,7 (C-16, CHy)/ 147,1 (C-13, C). O
espectro apresentou também os deslocamentos quimicos de uma olefina
monossubstituida em 6= 113,3 (C-15, CH,)/ 139,1 (C-14, CH).

O processo de separagao das substancias do epicarpo de Hymenaea stigonocarpa esta

resumido no Organograma 1.

Todos os diterpenos com esqueleto cauranico das fragdes neutra e acida isolados ja
sado descritos na literatura. O cauran-16a-ol (32) foi encontrado pela primeira vez no
Oleo essencial de Podocarpus spicatus em 1960 (McGIMPSEY e MURRAY, 1960) e
mais tarde foi isolado do fungo Gibberella fujikuroi (CROSS, et alli, 1963). Hugel e
colaboradores (1965) também isolaram o alcool 32 de Trachylobium verrucosum
juntamente com os acidos correspondentes aos caur-15-en-18-oato de metila (38) e
caur-16-en-18-oato de metila (37). Ja o diterpeno caur-16-en-18-ol (31) foi isolado de
Sideritis candicans por Gonzalez e colaboradores em 1973 (GONZALEZ et alli, 1973).

No entanto, estas substancias ndo sdo encontradas em nenhum estudo com o género
Hymenaea e os dados espectrais aqui apresentados e discutidos para tais substancias

sao mais detalhados do que os encontrados na literatura.
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Organograma 1 — Procedimento realizado para o estudo do extrato hexanico do
epicarpo de H. stigonocarpa

EXTRATO HEXANICO DO EPICARPO DE Hymenaea
stigonocarpa
Extracdo
acido-base
Fracgao contendo as Fracao contendo as
substancias acidas substancias neutras
Esterificagdo e pu’r_ificagéo Separagao cromatografica
com gel de silica com gel de silica
(varias etapas)
Separagao cromatografica I I
com gel de silica e com gel
de silica impregnada com HIA: 3%
10% de AgNO; H éxido de H/A: 10%
a-copaeno cariofi- espatu-
15 leno lenol
29 30
HIA: 3% HIA: 5% H/A: 3% H/A: 20% HIA: 10% HIA: 10%
caur-16-en- caur-15-en- ozato de isoozato
18-oato de 18-oato de metila de metila cau1r ;_g;e"' (-T:;ur?;-
metila metila 6a 39 31 A
37 38
H/A: hexano:acetato de etila (% A) HIA: 5%
caur-16-en-
3a-ol
33
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3.2. Procedimentos sintéticos

Baseados em dados da literatura em que substadncias com esqueleto labdanico
apresentando a posicao C-18 (carboxila) reduzida possuem atividades bioldgicas
diversas (IWAGAWA et alii, 1993; CHINOU et alii, 1994; DEMETZOS et alii, 1994;
GIACOMINI et alii, 2005; JAYAPRAKASAM et alii, 2007), optou-se por realizar a

reducao dos acidos 6zico e isodzico como mostrado na Figura 17.

COOH

Acidos de Hymenaea Substancias reduzidas

Figura 17 - Reducéao da posig¢ao neo-pentilica.

Para isso, utilizou-se a metodologia de Fujimoto/Tatsuno (FUJIMOTO & TATSUNO,
1976), empregada em reacdes de reducao de sulfonas a hidrocarbonetos. Esta reducéo
€ descrita na literatura com uma metodologia que emprega quatro etapas (Figura 18):
primeiramente os acidos devem ser convertidos em ésteres, depois estes em alcodis, a
seguir os alcodis sao convertidos nos seus respectivos tosilatos para finalmente serem
reduzidos. A ultima etapa, no entanto, normalmente apresenta problemas devido a

grande quantidade de subprodutos formados (LEE et alii, 2001).
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a) CH,N,, éter, 0 °C; b) LiAlH4, THF, 0 °C; ¢) TsCl, piridina, 25 °C; d) Nal/Zn, DMF, 105 °C

Figura 18 - Etapas propostas para a redugéo da posigao neo-pentilica.

3.2.1. Sintese dos alcoois 40 e 41 a partir dos ésteres 6a e 39

LiAIH,, THF
Refluxo

Para reducao dos acidos de Hymenaea stigonocarpa, realizou-se novamente as etapas
de extragdo com hexano, extracdo acido-base, esterificagdo com diazometano e

isolamento de fragbes enriquecidas com os ésteres ozato (6a) e isoozato de metila (39).

A reducédo dos ésteres foi realizada com hidreto de litio e aluminio em tetrahidrofurano
sob refluxo para obtengéo dos alcoois 40 e 41. O rendimento da reagao foi de 92% com
a obtencado de 3,31 g da mistura de alcoois. A fase organica foi cromatografada em
coluna de silica gel utilizando como solvente hexano:acetato de etila 9,5:0,5 para uma

pré-purificacdo. A seguir, uma pequena porgao da mistura dos alcoois (239 mg) foi
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submetida a separagao cromatografica utilizando silica incorporada com 10% de nitrato
de prata (AgNO3). A coluna foi eluida inicialmente com hexano:acetato de etila 9,5:0,5 e
posteriormente com hexano:acetato de etila 9:1, obtendo-se ao final as duas

substancias puras, o que foi acompanhado por analises sucessivas em aparelho de
CG/EM.

A primeira substancia a ser eluida foi o alcool reduzido a partir do éster isoozato de
metila (41) e a seguir foi isolado o alcool obtido a partir da reducédo do ozato de metila
(40). A confirmagéo estrutural dos isbmeros se deu pela analise dos espectros no

Infravermelho, de massas, de RMN 'H, '*C, e 2D apresentados no Apéndice.

O alcool (40) foi obtido como um 6leo incolor e apos realizada a analise dos espectros,
este apresentou sinais coerentes com a estrutura do alcool do ozato de metila,

diterpeno de esqueleto labdanico ja obtido Giacomini (2002).

As Figuras 54A-59A do Apéndice apresentam os espectros de massas e de RMN 'H,
3C, e 2D do alcool 40.

O espectro de massas obtido para a substancia (Figura 54A, Apéndice) apresentou um
pico do ion molecular (m/z = 288) e os picos em m/z = 273 e 257 referentes a perda de
respectivamente, CH; e CH,OH. Os demais picos sédo provenientes de fragmentagdes e
rearranjos da estrutura policiclica. O espectro de massas obtido esta de acordo com o
descrito na literatura (ATKINSON & CROW, 1970).
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No espectro de RMN 'H (Figura 55A do Apéndice) observou-se que a substituicdo do
grupo COOMe pelo CH>OH no produto levou os sinais dos hidrogénios H-3¢q € H-5 a
aparecerem mais blindados em relacdo a seus equivalentes na substancia de partida,

como pode ser observado na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores de deslocamento quimico (o) para os hidrogénios H-3eq e H-5 para
o alcool (40) e para o ozato de metila (6a).

Ozato de metila (6a) Alcool do ozato de metila (40)
(ppm) 5(ppm)
H-3¢q 1,53-1,63 1,12
H-5 1,97 1,43-1,49

Observou-se ainda o desaparecimento do sinal da metoxila (C-21) em &= 3,65 e o
aparecimento dos dupletos centrados em &= 3,13 e &= 3,41 referentes aos hidrogénios

do carbono neopentilico (C-18) apds redugao.

O espectro de RMN *C (Figura 56A do Apéndice) do isdmero 40 apresentou sinais
para 20 carbonos, agora com quatro carbonos quaternarios, nove carbonos metilénicos
e trés metilas. Ocorreu o desaparecimento dos sinais em & 51,8, do carbono da
metoxila (C-21), e em &= 179,1 do carbono quaternario do grupo carboximetil (C-18). No
entanto, pode ser observado o sinal em &~ 72,1 do carbono metilénico ligado a
hidroxila. Dessa forma fica claro que ocorreu a reducdo do éster ozato de metila
formando o alcool esperado.

O outro isbmero obtido apds a purificagado da fase organica da reacédo de redugao foi o
alcool do éster isoozato (41). Este também se apresentou como um 6leo incolor e apés
realizada a anadlise dos espectros, observou-se sinais coerentes com a estrutura do

alcool do isoozato de metila, um diterpeno de esqueleto labdanico.
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O espectro de massas obtido para a substancia (Figura 60A, Apéndice) apresentou um
pico do ion molecular (m/z = 288) e os picos em m/z = 273 e 257 referentes a perda de
respectivamente, CH; e CH,OH. Os demais picos séo provenientes de fragmentagdes e
rearranjos da estrutura policiclica. O espectro de massas obtido esta de acordo com o
descrito na literatura (ATKINSON & CROW, 1970).

Observou-se no espectro de RMN "H (Figura 61A do Apéndice), como era esperado, o
desaparecimento do sinal da metoxila (C-21) em &= 3,66 e o aparecimento dos dupletos

centrados em &= 3,10 e &~ 3,41 referentes aos hidrogénios do carbono (C-18).

Como aconteceu com o outro isdmero, no espectro de RMN "H do alcool 41 (Figura
61A do Apéndice) observou-se que a substituicdo do grupo COOMe pelo CH,OH levou
os sinais dos hidrogénios H-3¢q € H-5 a aparecerem mais blindados em relagdo a seus

equivalentes na substancia de partida, como pode ser conferido na Tabela 8.

Tabela 8 — Valores de deslocamento quimico (¢) para os hidrogénios H-3eq e H-5 para
o alcool (41) e para o isoozato de metila (39).

Isoozato de metila (6a) Alcool do isoozato de metila (40)
& (ppm) d(ppm)
H-3¢q 1,52-1,63 1,05
H-5 1,95 1,40-1,50
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O espectro de RMN *C (Figura 62A do Apéndice) do isdmero 41 apresentou sinais
para 20 carbonos, agora com dois carbonos metilicos, onze carbonos metilénicos e
quatro carbonos quaternarios. Ocorreu o desaparecimento dos sinais em &~ 52,0, do
carbono da metoxila (C-21), e em &~ 179,4, do carbono quaternario do grupo
carboximetil (C-18). No entanto, pode ser observado o sinal em &= 72,2 do carbono
metilénico ligado a hidroxila. Novamente, fica evidente a formagao do alcool 41 através

da reducao do éster isoozato de metila.

3.2.2. Sintese dos tosilatos 42 e 43 a partir dos alcoois 40 e 41

TsCl
piridina

40 41 42 43

Uma mistura enriquecida com os alcoois 40 e 41 (90%) foi submetida a reacdo de
tosilagcdo com cloreto de tosila em piridina. Quando a reagdo se mostrou finalizada, o
meio reacional foi vertido em um funil de separagado e adicionou-se acetato de etila. A
fase organica foi lavada com solugcdo de acido cloridrico 5% até eliminagcdo de toda
piridina. Em seguida, a fase organica foi lavada com bicarbonato de sddio (NaHCO3),
seca com sulfato de magnésio e filtrada para um baldo. Apds evaporagédo do solvente

em evaporador rotatério foram obtidos 4,91 g de fase organica.

Para obtencdo da mistura dos tosilatos, a fase organica foi cromatografada em coluna
de silica gel utilizando como solvente hexano:acetato de etila 9,5:0,5. Foram reunidos

1,9 g da mistura dos tosilatos 42 e 43 puros e foi recuperado 0,14 g dos alcoois 40 e 41.

A separacgao dos tosilatos foi realizada com silica gel impregnada com nitrato de prata.

O acompanhamento da separagao das substancias ndo péde ser realizado por analise
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em CG/EM, pois os tosilatos sdo decompostos na coluna capilar sob altas
temperaturas. Entdo, as fragdes foram reunidas de 5 em 5 para andlise por RMN 'H. As
fracdes contendo os tosilatos foram novamente reunidas fornecendo nesta ordem de
eluicdo: 97 mg do tosilato 43 e 147 mg do tosilato 42. Ambos se apresentavam na
forma de 6leos incolores. A confirmacado das substancias isoladas foi realizada através

das técnicas de RMN 'H, "*C e por técnicas bidimensionais (Apéndice).

O tosilato obtido a partir do alcool do ozato de metila (42) apresentou sinais coerentes
com a estrutura proposta quando se comparou os dados obtidos com os da literatura
(GIACOMINI et alii, 2002).

A confirmacao estrutural da substancia 42 foi feita pela analise do seu espectro de
RMN 'H (Figura 66A do Apéndice) onde foram observados os sinais relativos aos
hidrogénios benzénicos do grupo tosila com deslocamentos quimicos em 6= 7,76 para
os dois hidrogénios menos blindados (C-22) e &= 7,34 (C-23) para os dois hidrogénios
em posi¢ao orto ao substituinte metila. Observou-se ainda o aparecimento de um sinal

de metila (C-25) ligada a anel aromatico do grupo tosila em &= 2,45.

A outra substancia obtida apds purificagdo da fase organica da reagao de tosilagéo foi o
tosilato (43). Ele também foi obtido como um 6leo incolor e apés realizada a analise dos

espectros, apresentou sinais coerentes com a estrutura proposta.
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A confirmacéo estrutural da substancia 43 foi realizada, inicialmente, pela analise do
seu espectro de RMN 'H (Figura 68A do Apéndice) onde foram observados os sinais
relativos aos hidrogénios do grupo tosila em &= 7,79 para os dois hidrogénios menos
blindados (C-22) e &~ 7,35 (C-23) para os dois hidrogénios mais blindados. Observou-
se ainda o aparecimento de um simpleto de uma metila em & 2,45 ligada a anel

aromatico do grupo tosila (C-25).

O espectro de RMN "®C (Figura 62A do Apéndice) do isdmero 43 apresentou sinais
para 24 carbonos, sendo 4 aromaticos devido a simetria do anel benzénico. Os
deslocamentos quimicos em &= 133,0 e 5= 144,8 referem-se aos carbonos quaternarios
do anel aromatico (C-24 e C-21) e os deslocamentos quimicos em &= 128,0 e &= 129,9
referem-se aos sinais dos carbonos trissubstituidos (C-22 e C-23), o que € comprovado
pelas correlacdes observadas no espectro de RMN 2D 'H, *C (HMQC, Figura 71A do
Apéndice).

No espectro de RMN *C observa-se ainda o deslocamento quimico em &= 22,0, que o
espectro de RMN *C do alcool 41 n&o apresenta, por se tratar da metila ligada ao anel
aromatico do grupo tosilato (C-25). A comprovacéo foi feita pela correlagcao existente no
espectro de RMN 2D 'H, "*C (HMQC) com o simpleto em &= 2,45 referente & mesma

metila.
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3.2.3. Sintese dos trienos 44 e 45 a partir dos tosilatos 42 e 43

Nal/Zn
DMF

42 43 44 45

A reducédo de Tatsuno/Fujimoto € empregada em reagdes de redugao de sulfonas a
hidrocarbonetos. Por isso, os tosilatos 42 e 43 obtidos do processo anterior foram
submetidos a reacdo com iodeto de sddio e zinco em p6é em dimetilformamida. Ao final
do processo, parte dos tosilatos que ndo reagiram foram recuperados e 480 mg da

mistura dos trienos (44 e 45) e subprodutos formados foram obtidos.

A mistura dos trienos e subprodutos foi analisada por CG/EM e observou-se que esta
era composta por 12 substancias majoritarias representadas no cromatograma a seguir
(Figura 19).

504

7 75 3
Figura 19 - Cromatograma da mistura de isdbmeros obtida como produtos e subprodutos
na reagao de reducado de Tatsuno/Fujimoto.

A reacgao de reducao de Fujimoto/Tatsuno passa por um intermediario iodetado (46),

conforme demonstrado na Figura 20.
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Figura 20 - Reagao de redugao de Tatsuno/Fujimoto.

A reagao do intermediario iodetado com o zinco leva ao hidrocarboneto desejado. Em
muitos casos, a reagao ocorre com bom rendimento e sem formacgdo de subprodutos
em solventes como éter, DMF ou glima (FUJIMOTO & TATSUNO, 1976). Em outros, no
entanto, o produto formado ndo é o esperado (GERESH et alii, 1998; BURNELL et alii,
1993). Quando esta reagao é usada para redugédo na posi¢cao neo-pentilica em alguns
diterpenos de esqueleto trans-decalinico, observa-se baixo rendimento para a obtencao
do produto principal, a formacdo de subprodutos com duas unidades de massa a
menos que o produto esperado (GIACOMINI, 2002) e o aparecimento de sinais na
regido de hidrogénios olefinicos nos espectros de H' RMN. A relacdo

produto/subproduto e o numero de subprodutos formados variam com o substrato.

3.2.4. Tentativa de purificagao dos trienos 44 e 45

A mistura foi entdo submetida varias vezes a separagédo cromatografica utilizando silica
incorporada com nitrato de prata (AgNO3) em coluna e em camada preparativa para
separagédo dos isbmeros 44 e 45. No entanto, ndo foi possivel purificar os isbmeros

principais e nenhum deles foi obtido completamente puro.

Dessa forma, as substancias isoladas do extrato hexanico do epicarpo de Hymenaea
stigonocarpa (6a,15, 29, 30-33, 37-39) e derivatizadas (40-43) foram entdo, numa etapa
posterior submetidas aos ensaios para avaliagdo de potenciais atividades bioldgicas
(Capitulo 2).
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3.3. Recuperagao da silica impregnada com nitrato de prata

A cromatografia ja vem sendo usada para separagdo de misturas desde meados do
século XIX (BRAITHWAIT & SMITH, 1999). Desde entdo, essa técnica de separagao de
misturas vem sofrendo modificacbes de modo a torna-la mais eficaz ou mais adequada

para algumas situagdes.

Uma importante evolugdo da cromatografia foi a impregnacao da fase estacionaria com
ions de Ag (l) para separagao de misturas contendo compostos organicos insaturados.
Os complexos formados entre o cation de prata e as olefinas comegaram a ser
estudados a partir de trabalhos publicados na década de 1930 (EBERZ et alii, 1937,
WINSTEIN & LUCAS, 1938). O seu uso em cromatografia teve inicio alguns anos mais
tarde, tendo sido intensamente usada na década de 1960. Nas décadas seguintes,
entretanto, sua utilizacdo teve um declinio (WILLIAMS & MANDER, 2001). Apesar
disso, até hoje a técnica ainda € empregada e tem sido utilizada para a separagéo de
triterpenos (LI et alii, 1995), esteroides (JARUSIEWICSZ & SHERMA, 2005),
triglicerideos (DAMYANOVA, 1999), lipideos (MOMCHILOVA & DAMYANOVA, 2003), e
na resolugcdo de misturas de terpenos com estruturas muito semelhantes (NOGUEIRA
et alii, 2002).

A cromatografia que utiliza silica gel impregnada com ions Ag (l) tem se mostrado
bastante util na separacédo de compostos organicos insaturados (LI et alii, 1995).
Entretanto, a utilizacdo dessa técnica em grande escala nos laboratorios gera alguns
problemas. A quantidade de residuo de silica contaminada com compostos organicos e
ainda, no caso da silica impregnada com prata, o residuo de prata, pode atingir grandes
proporcdes. Tal fato dificulta o descarte e torna o processo bastante dispendioso, ja que

esta apresenta um alto custo.

Com a intencéo de reutilizar a silica e recuperar a prata, foi desenvolvido um método
simples e pratico (ANDREAO et alii, 2010) . A prata presente nos residuos gerados por

este tipo de cromatografia encontra-se reduzida a Ag’, insolivel em agua. Para que
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seja realizada a separagao da silica € necessario a sua conversao em Ag (I) na forma
de um sal soluvel (AgNO3). Em seguida, a silica, livre da prata residual, € submetida ao
tratamento convencional ja descrito na literatura (TEIXEIRA et alii, 2003) com H,SO4 e
H,O, para degradacdao da matéria organica. A prata, entdo, é recuperada através da

precipitacédo de cloreto de prata (AgCl).

O tratamento foi realizado em trés etapas. Na primeira, a silica gel impregnada com
prata foi tratada com 3,0 equivalentes de HNO3; e H,O, suficiente para cobrir o material,
com a finalidade de converter toda a prata em nitrato de prata (AgNO3). A seguir o
excesso de matéria organica residual foi retirado com metanol. E entéo, foi realizado o

tratamento com H,SO4 e H,O, para degradagao de residuos de material orgéanico.

Para aferir a qualidade da fase estacionaria recuperada foram realizadas analises
quantitativas e qualitativas entre a silica gel tratada pelo procedimento descrito acima,

silica gel nova e a silica gel tratada segundo a literatura (TEIXEIRA et alii, 2003).

3.3.1. Avaliagao das caracteristicas fisico-quimicas da silica gel recuperada

Apesar de o perdxido de hidrogénio (H,0,) ser um bom oxidante (E’eq= 1,77 eV),
possuindo potencial de oxidagao suficiente para oxidar a prata (E%.q= 0,80 eV), e tenha
sido empregado anteriormente na recuperagado de silica gel, seu uso isolado ou com
acido sulfurico mostrou-se insuficiente para a remogao da prata (RIEHL & PINTO, 1988;
TEIXEIRA et alii, 2003). Tanto o 6xido de prata quanto o sulfato de prata sdo insoluveis
e o emprego destas técnicas ndo é adequado para a completa remogado do metal
pesado. Entretanto, se o acido empregado for o HNOs3, este problema é contornado,

pois o sal soluvel nitrato de prata (AgNO3) é formado.

O ion Ag(l) liberado nas reagdes de oxido-redugao foi recuperado pela precipitagdo com
cloreto de sédio, formando o sal insoltvel cloreto de prata (Kps = 1,8 x 107°). A taxa de

recuperacao foi 93,8% em média.
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Foram avaliados residuos de prata nas amostras de silica gel recuperada R (a
impregnada com ions Ag(l), posteriormente recuperada com HNO3/H,O, e depois com
H.S04/H20,), de silica gel da literatura L (a tratada com H,SO4/H,0;) e de silica gel
nova (N) pela técnica de fluorescéncia de raios-X. Comparados os resultados, nao se
observou a presenga do metal pesado em nenhuma amostra de silica gel, como pode

ser observado na Tabela 9.

Tabela 9 - Composi¢cado das amostras de silica empregando a fluorescéncia de raios-X.

Amostra de
- % Ag % Si % S % Ca % Fe % K
Silica
Nova 0,000 92,407 5,496 0,550 0,615 0,932

Recuperada 0,000 93,962 6,038 0,000 0,000 0,000
Literatura 0,000 93,983 6,017 0,000 0,000 0,000

O tratamento empregado para a recuperagao das amostras de silica recuperada R e da
literatura L promoveu a reducdo da quantidade de impurezas soluveis em relacédo a

silica gel nova (N), embora tenha aumentado em 10% o teor de enxofre original.

A caracterizagdo textural da silica gel recuperada foi verificada para comparar
mudancas apos tratamento com altas temperaturas. Avaliaram-se as isotermas de
adsorgao/dessorgao de nitrogénio para uma amostra de silica gel 60 (Merck®) com
granulometria entre 70 e 230 mesh nova (N), uma amostra desta mesma silica
impregnada com prata e posteriormente recuperada (R) e uma amostra da silica gel

usada e recuperada segundo a literatura (L). Os dados estédo descritos na Tabela 10.



72

Tabela 10 - Caracterizacao textural das amostras de silica antes e apds tratamentos.

Amostra de Area BET Volume de poros | Diametro médio de poros
Silica (m”-g™) (cm’-g™) (A)
Nova 372 0,67 62
Recuperada 346 0,61 62
Literatura 337 0,60 62

As silicas tratadas apresentaram um decréscimo de area especifica e de volume de
poros de aproximadamente 10% em relagdo ao material de origem, como mostram os
dados da Tabela 10. O resultado foi praticamente o mesmo para todos os tratamentos
testados, dentro da margem de erro da técnica (x 2%). O valor do didametro médio de

poros nao se alterou com o tratamento em nenhum dos casos.

Analisando o grafico da derivada da perda de massa em fungao da temperatura, Figura
21, observa-se que todos os processos de perda massa acontecem nas mesmas
temperaturas. Todas as amostras tém exatamente os mesmos processos de perda de
massa, variando apenas a sua intensidade. Portanto, é possivel excluir a presenga de
carbono nas amostras, uma vez que elas foram aquecidas até 800 °C em atmosfera
oxidante. A maior diferenga de perda de massa apresentada entre os termogramas foi
na faixa de 50 a 170 °C, onde a silica gel nova (N) proporcionou as maiores taxas de
perda em funcdo de seu maior grau de hidratagdo. As curvas dos termogramas das
amostras de silica gel recuperada (R) e da literatura (L) mostraram-se idénticas entre
170 e 800 °C. Dentro desta faixa as maiores diferencas, quando estas duas séao
comparadas com a silica N, ficaram em torno de 0,01%, o que comprova a eficiéncia

dos processos de recuperagdo empregados.
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Figura 21 - Grafico da derivada da perda de massa em fungédo da temperatura obtido
na analise termogravimétrica em atmosfera oxidante das amostras de
silica antes e apos tratamentos.

A analise de CLAE em fase reversa (octadecilsilano) com detector de arranjo de diodos
de um extrato metandlico de todas as trés amostras (silicas N, R e L) forneceu

cromatogramas idénticos e absolutamente livres de contaminagao.
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4. CONCLUSOES

Realizou-se o estudo fitoquimico do epicarpo de Hymenaea stigonocarpa var.
stigonocarpa ainda ndo descrito na literatura. Da fragdo neutra do extrato resultou o
isolamento e determinacao de trés sesquiterpenos: a-copaeno, oxido de cariofileno e
espatulenol e trés diterpenos cauranicos: caur-16-en-18-ol, cauran-16a-0l e
caur-16-en-3a-ol. O estudo fitoquimico da fracdo acida, apds esterificagdo com
diazometano, resultou no isolamento e identificagdo de quatro ésteres diterpénicos:
ozato, isoozato, caur-16-en-18-oato e caur-15-en-18-oato de metila. Apesar de as
substancias ndo serem inéditas, este trabalho descreve pela primeira vez o isolamento
dos diterpenos cauranicos a partir do género Hymenaea e a determinagao estrutural

mais detalhada destas substancias.

A partir dos (-)-acidos 6zico e isoozico isolados do extrato de H. stigonocarpa foram
obtidos pela reagdo de redugado os alcoodis correspondentes e deles os tosilatos, pela
reagcao com cloreto de tosila. Estas substancias foram submetidas a ensaios biolégicos

para avaliagdo da potencial atividade bioldgica.

Com a finalidade de minimizar o residuo de silica contaminado com metal pesado
gerado durante a purificagdo das substancias isoladas do epicarpo de H. stigonocarpa,
foi elaborado um tratamento da fase estacionaria primeiramente com H;O./HNO; e,
posteriormente, com H,0,/H,SO4, permitindo a recuperacéo eficiente tanto da silica
quanto da prata. Analises quantitativas e qualitativas de composicédo e eficiéncia nao
mostraram diferengas significativas entre a silica gel nova, a impregnada com prata e

posteriormente recuperada pela técnica aqui descrita e a tratada segundo a literatura.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Generalidades metodoldgicas
5.1.1. Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em um espectrometro JEOL Eclipse + 400
(400 MHz). Os deslocamentos quimicos foram registrados em ¢, tomando-se como
padrao de referéncia interna o tetrametilsilano (TMS, &= 0,00). O solvente utilizado nas
analises era cloroférmio deuterado. As constantes de acoplamento (J) foram citadas em
Hertz. Em alguns casos, dados adicionais foram obtidos pelo uso da técnica COSY,
permitindo verificar em mapas de contorno o acoplamento entre hidrogénios a trés

ligagbes.

Os espectros de RMN de '*C foram obtidos em espectrdmetros JEOL Eclipse + 400
(100 MHz) e Varian — INOVA 500 (125,7 MHz). Os deslocamentos quimicos foram
registrados em ¢, tomando-se como padrdao de referéncia interna o tetrametilsilano
(TMS, 6=,0,00). O numero de hidrogénios ligados aos atomos de carbono foi
determinado através dos espectros de RMN de C, com o auxilio das técnicas de RMN
de "C/DEPT (90 e 135, onde CHs/CH = sinal positivo, CH, = sinal negativo e

Cauatemario = ausente) e também com o auxilio das técnicas de RMN de "*C/APT.

Além disso, espectros bidimensionais de correlagdes 'H, *C a uma ligacdo (HMQC) e
multiplas ligagbes (HMBC) foram utilizados nas assinalagbes dos dados

espectroscopicos. Os graficos foram feitos no programa Origin.
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5.1.2. Espectroscopia no infravermelho - FTIR

Os espectros de absorgéo na regiao do infravermelho foram obtidos entre pastilhas de
NaCl para liquidos (filme) ou em pastiiha de KBr (solidos), empregando-se um
espectrofotbmetro SHIMADZU, modelo FTIR 8300. Os graficos foram feitos no

programa Origin.

5.1.3. Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas — CG/EM

As anadlises de CG/EM foram realizadas empregando-se um cromatografo gasoso
acoplado a um espectrometro de massas SHIMADZU modelo QP5050A. Para as

fragdes de neutros foi utilizado um método com as seguintes especificagoes:

- Coluna: DB-1, 30 metros, DI 0,25 mm.

- Gas de arraste: Hélio.

- Temperatura do injetor: 280 C.

- Programa de temperatura para a coluna:
- Temperatura inicial: 50 ‘C.
- Temperatura final: 280 ‘C.
- Gradiente de temperatura: 5 ‘C/min.

Temperatura do detector: 280 'C.

Programa de presséo:

- Pressao inicial: 65 kPa.

- Pressao final: 203 kPa.

- Gradiente de Press&o: 3 kPa/min.

- Volumes injetados: 1 uL de solugao

- lonizagao por impacto eletronico (IE) 70 eV.

Obtencao do cromatograma de ions totais (TIC)
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Para as fragdes de acidos foi utilizado um método com as seguintes especificagdes:

- Coluna: DB-5, 30 metros, DI 0,25 mm.

- Gas de arraste: Hélio.

- Temperatura do injetor: 280 C.

- Programa de temperatura para a coluna:
- Temperatura inicial; 100 ‘C.
- Temperatura final: 280 ‘C.
- Gradiente de temperatura: 20 ‘C/min.

- Temperatura do detector: 280 C.

Programa de presséo:

- Pressao inicial: 111 kPa.

- Pressao final: 194 kPa.

- Gradiente de Pressdo: 9,5 kPa/min.

- Volumes injetados: 1 uL de solugao

- lonizagao por impacto eletronico (IE) 70 eV.

Obtencao do cromatograma de ions totais (TIC)

5.1.4. Ponto de fusao

Os pontos de fusao foram determinados em um aparelho GEHAKA. A determinacéo foi

realizada a uma taxa de aquecimento de 2 °C/min. e os valores obtidos ndo foram

corrigidos.
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5.1.5. Métodos cromatograficos

As cromatografias em camada delgada (CCD), para monitoramento das reacgdes e
purificagdo dos produtos por cromatografia em coluna, foram efetuadas em
cromatofolhas de aluminio MERCK com gel de silica 60 GF,54 como fase estacionaria.
A visualizacdo dos compostos em CCD foi feita por irradiagdo com lampada de
ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm e por pulverizagdo com uma mistura de
vanilina, acido sulfurico, acido acético e metanol e subsequente aquecimento em uma

chapa elétrica.

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas utilizando-se silica gel 60 da Merck,
com granulometria 70-230 mesh e solventes destilados. O diametro interno e a altura
das colunas cromatograficas variaram de acordo com a quantidade de substrato a ser
separado. As placas cromatograficas em camada preparativa (CCP) foram preparadas

com silica gel GF254 sobre placas de vidro 20 x 20 cm e com 1,0 mm de espessura.

As cromatografias em coluna e em camada delgadas adsorvidas com nitrato de prata

foram preparadas de acordo com Norin & Westfelt (1963).

Todos os solventes utilizados nas reagdes e separagdes foram de grau técnico, tendo
sido previamente tratados de acordo como € indicado por Perrin & Armarego (1988). Os
solventes foram evaporados em um evaporador rotatério FISATOM, operando a

pressao reduzida.
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5.1.6. Instrumentos utilizados para aferir a qualidade da silica gel recuperada

A area especifica, o volume de poros e a distribuicdo de didmetros dos poros foram
determinados por fisissorgdo de nitrogénio, empregando-se um equipamento Autosorb
1C da Quantachrome.. As amostras foram previamente aquecidas sob vacuo, a 373 K,
durante 3 h. As isotermas de adsorcao/dessor¢cao foram obtidas a 77 K. As areas
especificas foram determinadas pelo modelo BET (pressdes relativas entre 0,05 e 0,30)
e a distribuicdo de didmetro dos poros foi calculada pela Equacado de Barrett-doyner-
Halenda (BJH) no ramo da dessor¢cdo, ambas através do programa Autosorb for

Windowse, versao 1.24.

As analises termogravimétricas foram realizadas em uma balanga termogravimétrica
SDT 2960 DSC/TGA simultaneos da TA Instrumentsesob atmosfera oxidante. Os dados

foram tratados e as curvas foram construidas com o programa Origin 6.0 da Microcale.

As andlises de CLAE foram realizadas em um cromatografo Shimadzu SPD-M10AVP
com detector espectrofotométrico de arranjo de diodos e equipado com uma coluna
ODS-Lichrospher com 150 mm x 4,6 mm da Regis Technologies.. De forma geral, uma
aliquota de 20 pL dos residuos de tratamento foi injetada em modo isocratico com

100% de metanol.

As anadlises de fluorescéncia de raios-X foram realizadas em um espectrometro de
raios-X de energia dispersiva da Shimadzu modelo EDX 700 equipado com um tubo de

rédio e um detector de silicio (litio) semicondutor.
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5.2. Procedimentos
5.2.1. Estudo fitoquimico do extrato hexanico

5.2.1.1. Coleta do material e identificacao da espécie

A coleta do material botanico para confec¢ado da exsicata e identificacdo da espécie e
os frutos maduros foi realizada em setembro de 2006 no Parque Nacional da Serra do
Cipé em Jaboticatubas — Minas Gerais (MG). Esta reserva € administrada pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA e é situada
a 90 km a nordeste de Belo Horizonte na regido sul da Cordilheira do Espinhago, entre
os paralelos 19 e 20 °S e 43 e 44 °W a 810 m de altitude.

A exsicata encontra-se depositada no Herbario do Jardim Botanico no Rio de Janeiro
sob o numero Mansano, V. F. RB 431908. A identificagc&o foi realizada pelo Dr. Vidal de

Freitas Mansano pesquisador do Jardim Botanico do Rio de Janeiro.

5.2.1.2. Preparagao do extrato hexanico e extragao acido-base

Os epicarpos foram separados da polpa, lavados e secos a sombra. Posteriormente,
foram moidos em moinho de martelo e deixados em hexano para extragao por 10 dias.
Filtrou-se e evaporou-se em evaporador rotatério. Um total de 1000 g de epicarpo
moido forneceu 36,3 g de extrato, aproximadamente 3,6%.

O extrato hexanico de H. stigonocarpa (36,3 g) foi diluido em 250 mL de éter etilico e
extraido quatro vezes com 400 mL de solucdo de KOH 0,6 mol.L™'. As fases organicas
(com os compostos neutros) e aquosa (com os compostos acidos) foram separadas. A
fase neutra foi concentrada e forneceu um total de 9,0 g de compostos neutros

correspondendo a 24,8% do extrato hexanico. Colocou-se a fase aquosa em banho de
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gelo e em seguida, adicionou-se 300 mL de acetato de etila e HCI 1 mol.L™" lentamente
até a neutralizagcéo (70 mL). Em um funil de separagao, separaram-se novamente as
fases organica e aquosa. A fase organica foi seca com MgSO, e evaporada, fornecendo

24,9 g de uma fragédo contendo os compostos acidos, 68,6% do extrato bruto.

5.2.1.3. Separacgao das substancias presentes na fragao neutra

Uma parte da fragdo neutra obtida apds extragdo acido-base do extrato bruto (6,5 g) foi
dissolvida em diclorometano e incorporada a silica gel. Uma coluna de tamanho
adequado foi preenchida com silica gel (26,0 g) em hexano e uma sequéncia de
eluentes em ordem crescente de polaridade (hexano e acetato de etila) foi utilizada
para a separagao cromatografica. As fragdes coletadas, foram reunidas de acordo com
seus valores de Rss e estdo representadas na tabela a seguir juntamente com suas

respectivas massas.

Tabela 11 — Fragbes coletadas da fragdo de neutros do extrato hexanico do epicarpo
de Hymenaea stigonocarpa, sistema de solventes e massas obtidas.

Fragcoes Sistema de solventes Massa (mg)
1-5 Hexano Descartado
6-9 Hexano 41,0

10— 43 Hexano 1173,5

44 - 96 Hexano: acetato de etila (9,7:0,3) 52,8

97 — 111 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 898,0

112 -134 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 449,0

135-176 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 1034,0

177 — 193 Hexano: acetato de etila (9:1) 577,2

194 — 230 Hexano: acetato de etila (9:1) 453,8

231 - 258 Hexano: acetato de etila (50:50) 900,6

259 - 300 Acetato de etila 434,8
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Da fragao (6-9) apos evaporagao do solvente foi obtida uma substancia pura na forma
de um odleo incolor (41,0 mg) que foi caracterizada como sendo o sesquiterpeno o-

copaeno (15).

Dados referentes ao a-copaeno (15): Figuras 1A e 2A

CCD: Rf = 0,87 (hexano; silica gel).

RMN "H (400 MHz, CDCls) & 0,78 (s, 3H, CHz-14), 0,83 (d, 3H, J= 4,7, CHs-12), 0,85 (d,
3H, J= 4,7 Hz, CH3-13), 1,45-1,77 (m, 8H, H-1, H-6, H-7, 2H-8, 2H-9 e H-11), 1,66 (s,
3H, CH3-15), 2,08 (sl, 3H, J= 4,7 Hz, H-5), 2,18 (tl, 2H, J= 1,8 Hz, H-2), 5,20 (I, 1H,
J= 1,8 Hz, H-3).

RMN "3C (100 MHz, CDCls) & 19,4 (C-14, CHy), 19,7 (C-13, CHs), 19,9 (C-12, CHy),
21,8 (C-8, CHy), 23,2 (C-15, CHs), 30,1 (C-9, CH,), 32,1 (C-11, CH), 36,2 (C-2, CHy),
36,8 (C-7, CH), 39,4 (C-10, C), 44,2 (C-5, CH), 44,7 (C-6, CH), 54,3 (C-1, CH), 116,2
(C-3, CH), 144,0 (C-4, C).

EM (70 eV) miz (%): 204 (24), 161 (99),119 (100), 105 (96), 91 (51), 41 (37).

A partir da fragédo (97-111) um novo fracionamento cromatografico foi realizado e novas

fragdes foram obtidas conforme a tabela a seguir.
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Tabela 12 — Fragdes coletadas e reunidas apds separagao cromatografica da fragao
(97-111), sistema de solventes e massas obtidas.

Fragcoes Sistema de solventes Massa (mg)
1-19 Hexano 273,2
20 - 51 Hexano 14,7
52 — 66 Hexano: acetato de etila (9,7:0,3) 16,7
67 —-72 Hexano: acetato de etila (9,7:0,3) 57,5
73 -80 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 11,6
81 —91 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 117,7
92 - 97 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 10,5
98 — 103 Hexano: acetato de etila (9:1) 19,1
104 - 112 Hexano: acetato de etila (9:1) 32,8
113 -128 Hexano: acetato de etila (9:1) 29,3
129 — 138 Hexano: acetato de etila (8:2) 13,7
139 — 147 Hexano: acetato de etila (8:2) 94,4

A partir da fragdo (67-72) foram obtidos 57,5 mg da substéncia identificada como o

sesquiterpeno 6xido de cariofileno (29) na forma de um dleo incolor.
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Dados referentes ao 6xido de cariofileno (29): Figuras 3A e 4A

CCD: R¢ = 0,65 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).
IV (filme liquido, cm™) vmax: 3068, 2928, 2859, 1726, 1678, 1631, 1455, 1384, 1368,
1279, 1165, 1121, 963, 890, 863.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 0,94-1,02 (m, 1H, H-3), 1,00 (s, 3H, H-15), 1,02 (s, 3H,
H-14), 1,20 (s, 3H, H-12), 1,28-1,38 (m, 1H, H-6), 1,57-1,72 (m, 3H, H-2 e H-10), 1,76
(M, 1H, J = 10,0 Hz, H-1), 2,08-2,18 (m, 2H, H-3 e H-7), 2,23-2,30 (m, 1H, H-6), 2,33-
2,38 (m, 1H, H-7), 2,63 (dd, 1H, J= 18,3 Hz; 9,7 Hz, H-9), 2,89 (dd, 1H, J = 10,6 Hz;
4,3 Hz, H-5), 4,86 (s, 1H, H-13), 4,98 (s, 1H, H-13).

EM (70 eV) m/z (%): 91 (51), 79 (68), 69 (41), 55 (35), 41 (100).

A fracdo (98-103) se apresentava como um 6leo incolor puro que foi identificado como o

sesquiterpeno espatulenol (30).
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Dados referentes ao espatulenol (30): Figuras 5A-7A

CCD: R = 0,61 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).

IV (filme liquido, cm™) wmax 3380, 3081, 2951, 2927, 2865, 1636, 1455, 1375, 1293,
1248, 1096, 915, 889, 760.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 0,47 (dd, 1H, J = 9,6 Hz e 11,8 Hz, H-5), 0,72 (ddd, 2H,
J= 6,4 Hz; 9,6 Hz; 10,7 Hz, H-6), 1,00-1,03 (m, 1H, H-7), 1,04 (s, 3H, H-13), 1,06 (s, 3H,
H-14), 1,26-1,33 (m, 1H, H-4), 1,29 (s, 3H, H-15), 1,52-1,58 (m, 1H, H-2), 1,61-1,68 (m,
1H, H-1), 1,67-1,73 (m, 1H, H-2), 1,80-1,90 (m, 1H, H-1), 1,90-2,02 (m, 1H, H-7), 2,10-
2,23 (m, 2H, H-8, H-10), 2,42 (dd, 1H, J = 6,1 Hz e 13,3 Hz, H-8), 4,66 (sl, 1H, H-11),
4,69 (sl, 1H, H-11).

EM (70 eV) miz (%): 205 (22), 187 (9), 159 (20), 147 (15), 131 (15), 119 (30), 105 (33),
91 (48), 79 (37), 67 (26), 55 (26), 43 (100).

Duas fragdes obtidas da separagdo cromatografica anterior, (135-176) e (177-193),
constituidas principalmente por uma mistura de dois diterpenos com esqueleto caurano
foram reunidas e novamente cromatografadas para purificagdo das substancias. Na

tabela a seguir sdo apresentadas as fragdes obtidas apos separagado cromatografica.
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Tabela 13 — Fragdes coletadas e reunidas apds separagao cromatografica das fracdes
(135-176) e (177-193), sistema de solventes e massas obtidas.

Fragcoes Sistema de solventes Massa (mg)
1-38 Hexano: acetato de etila (9,7:0,3) 43,0
39 - 46 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 26,2
47 — 64 Hexano: acetato de etila (9:1) 360,5
65— 87 Hexano: acetato de etila (9:1) 598,5
88 — 110 Hexano: acetato de etila (9:1) 4294
111 -130 Hexano: acetato de etila (9:1) 37,7
131 -150 Acetato de etila 40,0

Apods injecdes de aliquotas em cromatdgrafo gasoso das fragdes obtidas, a analise

confirmou para a fragado (111-130), a presenga de um unico composto majoritario, que

apos uma rapida purificagcdo em coluna nos forneceu 35 mg de um sdlido branco

identificado como sendo o caur-16-en-18-ol (31).

Dados referentes ao caur-16-en-18-ol (31): Figuras 8A-11A

CCD: R = 0,61 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).

PF: 103-105 °C
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IV (KBr, cm™) vimax 3355, 3063, 2986, 2926, 1655, 1441, 1381, 1032, 870.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & 0,75 (s, 3H, H-20), 0,76-0,83 (m, 1H, H-1), 0,98-1,04 (m,
2H, H-3 e H-5), 1,05 (s, 3H, H-19), 1,07-1,13 (m, 2H, H-9 e H-14), 1,29-1,37 (m, 1H,
H-6), 1,38-1,44 (m, 2H, H-2), 1,45-1,53 (m, 3H, 2H-7 e H-12), 1,54-1,65 (m, 4H, H-6,
2H-11 e H-12), 1,66-1,71 (m, 1H, H-3), 1,79-1,87 (m, 1H, H-1), 1,96-2,01 (m, 1H, H-14),
2,02-2,07 (m, 2H, H-15), 2,63 (sl, 1H, H-13), 3,10 (d, 1H, J= 12,0 Hz, H-18), 3,41 (d, 1H,
J= 12,0 Hz, H-18), 4,71 (s, 1H, H-17), 4,80 (m, 1H, H-17).

RMN "3C (100 MHz, CDCls) & 17,5 (C-20, CHs), 18,0 (C-19, CHs), 18,1 (C-11, CHy),
18,2 (C-2, CHp), 19,9 (C-6, CH,), 33,3 (C-12, CHy), 35,3 (C-3, CH,), 37,6 (C-10, C), 39,1
(C-4, C), 39,9 (C-14, CH,), 40,0 (C-1, CH,), 40,9 (C-7, CH,), 44,0 (C-13, CH), 44,1
(C-8, C), 49,1 (C-15, CH,), 49,9 (C-5, CH), 56,9 (C-9, CH), 72,5 (C-18, CHy), 103,0
(C-17, CH,), 155,9 (C-16, C).

EM (70 eV) m/z (%): 288 (M*,22), 273 (25), 257 (80), 229 (30), 161 (36), 131 (33), 123
(53), 91 (83), 81 (100), 67 (47), 41 (58).

Pela anélise do cromatograma da fragao (65-87) observou-se que esta era composta
principalmente por duas substancias com esqueleto cauranico. Entdo, foi novamente

realizada a separagao cromatografica na tentativa de obter as substancias puras.
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Tabela 14 — Fragdes coletadas e reunidas apds separagao cromatografica da fragao
(65-87), sistema de solventes e massas obtidas.

Fragcoes Sistema de solventes Massa (mg)
1-52 Hexano: acetato de etila (9,7:0,3) Descartado
53-70 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 21,0
71-99 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 152,0
100 - 120 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 226,4
121 - 141 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 431
142 — 151 Hexano: acetato de etila (9:1) 14,0
152 - 160 Hexano: acetato de etila (9:1) 36,0
161 - 193 Hexano: acetato de etila (8:2) 75,6

No entanto, como se tratavam de isdmeros com fatores de retengao (R¢) coincidentes, a
separagao destas substancias por cromatografia em coluna nao foi possivel. Optou-se
entdo, por utilizar outra metodologia baseando-se na pequena diferenga de solubilidade
em diclorometano dos dois isbmeros. Entdo, através de recristalizagbes sucessivas da
fragdo (100-120) utilizando o método de recristalizagdo por gradiente térmico, foi

possivel obter os dois isbmeros puros 32 (16 mg) e 33 (30 mg) como solidos brancos.

A identificacdo das substancias realizada através das técnicas no Infravermelho, de
RMN 'H, *C, COSY, HMQC e HMBC provou se tratar das substancias cauran-16¢-ol
(32) e o caur-16-en-3a-ol (33).



89

Dados referentes ao cauran-16a-ol (32): Figuras 12A-20A

32

CCD: R = 0,61 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).

PF: 210-212°C

IV (KBr, cm™) vimac 3400, 2910, 1461, 1045, 875.

RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 0,72-0,78 (m, 2H, H-1 e H-5), 0,79 (s, 1H, H-19), 0,84 (s,
1H, H-18), 0,96-1,00 (m, 1H, H-9), 1,01 (s, 1H, H-20), 1,05 (m, 1H, H-3), 1,35 (s, 1H,
H-17), 1,42-1,67 (m, 14H, 2H-2, H-3, 2H-6, 2H-7, 2H-12, 2H-11, H-14 e 2H-15), 1,75-
1,84 (m, 2H, H-1 e H-13), 1,92 (d, 1H, J = 13,5 Hz, H-14).

RMN "3C (100 MHz, CDCl3) & 17,7 (C-20, CHs), 18,0 (C-11, CH,), 18,8 (C-2, CHy), 20,6
(C-6, CHp), 21,6 (C-19, CHy), 24,7 (C-17, CHy), 27,1 (C-12, CH,), 33,3 (C-4, C), 33,7
(C-18, CHs), 37,8 (C-14, CH,), 39,5 (C-10, C), 40,4 (C-7, CHy), 42,1 (C-1, CH,), 42,1
(C-3, CH), 45,6 (C-8, C), 49,1 (C-13, CH), 56,3 (C-5, CH), 56,9 (C-9, CH), 58,2 (C-15,
CHa), 79,5 (C-16, C).

EM (70 eV) m/z (%): 290 (M*, 8), 272 (61), 257 (43), 232 (63), 217 (39), 134 (57), 123
(83), 109 (52), 94 (74), 69 (78), 55 (65), 43 (100).
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Dados referentes ao caur-16-en-3a-ol (33): Figuras 21A-27A

CCD: R = 0,61 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).

IV (KBr, cm™) vimax 3335, 2866, 1655, 1442, 872.

RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 0,75-0,81 (m, 1H, H-5), 0,76 (s, 1H, H-19), 0,84 (sl, 1H,
H-12), 0,90 (td, 1H, J= 3,6 Hz, H-1), 0,96 (s, 1H, H-18), 1,00-1,05 (m, 1H, H-9), 1,02 (s,
1H, H-20), 1,10 (dd, 1H, J= 6,4 Hz e 10,7 Hz, H-14), 1,47-1,67 (m, 9H, 2H-2, 2H-6, 2H-
7, 2H-11 e H-12), 1,84 (td, 1H, J= 3,6 Hz, H-1), 1,96 (d, 1H, J= 10,7 Hz, H-14), 2,04 (s,
2H, H-15), 2,64 (s|, 1H, H-13), 3,62 (dd, 1H, J= 5,5 Hz e 10,5 Hz, H-3), 4,73 (s, 1H, H-
17), 4,80 (s, 1H, H-17),

RMN "3C (100 MHz, CDCl3) & 15,6 (C-19, CHs), 17,6 (C-20, CHs), 18,3 (C-11, CHy),
20,0 (C-6, CHy), 27,4 (C-2, CH,), 28,5 (C-18, CH3), 33,3 (C-12, CHy), 38,7 (C-1, CHy),
38,9 (C-4, C), 39,1 (C-10, C), 39,8 (C-14, CHy), 41,2 (C-7, CHy), 44,0 (C-8, C), 44,0
(C-13, CH), 49,0 (C-15, CHy), 55,3 (C-5, CH), 55,9 (C-9, CH), 79,1 (C-3, CH), 103,1
(C-17, CHy), 156,0 (C-16, C),

EM (70 eV) m/z (%): 288 (M*, 38), 273 (13), 255 (67), 227 (54), 131 (64), 119 (48),
105 (71), 91 (100), 79 (71), 55 (60), 41 (90).
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5.2.1.4. Separacgao das substancias da fragao acida

5.2.1.4.1. Esterificagao da fragao acida com sulfato de metila - (CH3),SO,4

Prepararam-se 450 mL de uma solugdo aquosa com 12,00 g de NaOH (348,84 mmol) e
25,00 g (235,76 mmol) de Na,COs. Dissolveram-se os 24,89 g dos acidos organicos
obtidos da extragdo acido-base nesta solugcdo. Transferiu-se para um baldo de 1 L
equipado com agitador magnético e condensador. Em seguida, foram adicionados
lentamente 80,00 mL (842,10 mmol) de (CH3)>,SO4. A reacgao foi deixada sob refluxo e
sob agitagcao por 40 h, como ainda havia material de partida, adicionou-se mais 20 mL
(210,53 mmol) de (CH3),SO4 e apdés mais 20 h optou-se por fazer refluxo (60 °C) por

7 h, para finalmente encerrar a reacdo, mesmo havendo ainda material de partida.

Toda a mistura foi extraida trés vezes com 100 mL de hexano/diclorometano 7:3, seca
com sulfato de magnésio e concentrada em evaporador rotatorio. A fase organica com
os ésteres e o restante dos acidos foi submetida a separagdo cromatografica. Ao final

do processo, as fragbes semelhantes foram reunidas (Tabela 15).

Tabela 15 — Fracbes reunidas apos separagdes em coluna de silica gel da mistura
obtida apds reacao de esterificagdo com sulfato de metila

Fragoes Massa (g)
Sesquiterpenos 315,3 mg
Sesquiterpenos + Esteres 748,2 mg
Esteres 6,29
Acidos 9,8¢g

A reacao com sulfato de metila forneceu apenas 6,2 g de ésteres (Rf = 0,8 em
hexano/acetato de etila 9,7:0,3; silica gel). O procedimento realizado apresentou

rendimento muito baixo, pois uma grande quantidade de acidos nao esterificados foi
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recuperada. Optou-se entdo por utilizar outra metodologia para realizar uma

esterificagcdo mais eficiente.

5.2.1.4.2. Esterificagao da fragao acida com diazometano (34)
a) Preparo do Diazald (35)

S0,Cl 50, —N—CH;
NO
i) CH;NH,, A, NaOH,
ii) NaNO,, HOAC,q

36 35

Foram pesados 10,0 g de cloreto de tosila - TsCl (36) divididos em 3 porc¢des: 6,0 g,
2,8 g e 1,2 g. Adicionou-se 6 g de TsCl com agitacdo por mais ou menos 5 minutos em
5,4 mL de metilamina (CH3NHz) em um erlenmeyer de 50 mL. Aqueceu-se entre
80-90 °C para manter a metilamida sulfonila liquida. Apds terminar a adigédo, agitou-se
vigorosamente e para evitar a ebulicdo (com perda de metilamina), esfriou-se

suavemente em agua.

Tao logo a mistura comegou a ficar acida, 1,6 mL de solugdo de NaOH 50% foi
adicionada cuidadosamente com agitagdao. Em seguida, adicionou-se imediatamente e
gradualmente a porgcéo de 2,8 g de TsCl. Quando a mistura ficou acida, 0,8 mL de
solugédo de NaOH (2,2 g de NaOH em 2,2 mL de agua gelada) foi adicionada, seguida
pela adicao final de 1,2 g de TsCl. Novamente, apés a acidificacdo da solugao

adicionou-se o restante da solugao de NaOH (1,4 mL).
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As paredes do frasco foram lavadas com 10 mL de agua, a reagao foi completada pelo
aquecimento da mistura em banho-maria com agitagdo por 15 minutos. A mistura

apresentou duas fases e um solido (NaCl).

A mistura reacional quente foi entdo vertida para um erlenmeyer contendo 47 mL de
acido aceético glacial e o frasco anterior lavado com 7,8 mL do mesmo acido. Ela foi
entado, resfriada em banho de gelo a 5 °C e agitada mecanicamente. Solugdo de NaNO,
(3,2 g de NaNO, em 7,8 mL de agua) foi gotejada com a ajuda de um funil de adicéo
durante 45 minutos. A temperatura foi mantida abaixo de 10 °C durante a adig¢ao € a
agitacado permaneceu por mais 15 minutos ao final do processo. O composto nitroso 35

precipitou como um cristal amarelo.

A mistura foram adicionados 31 mL de 4gua e o precipitado foi separado por filtracgo e
lavado com 15 mL de agua. O produto foi transferido para um béquer e agitado bem
com 15 mL de &agua fria para entdo, ser novamente filtrado e lavado no funil. O
processo foi repetido mais uma vez para retirar o excesso de acido acético. Depois de
seco, a substancia 35 - Diazald (N-metil-N-nitroso-p-toluenossulfonamida) foi pesada e
guardada em freezer. A partir da massa de Diazald (m = 10,86 g) determinou-se o

rendimento da reacao, 96,6%.

b) Preparo do diazometano (34)

$0,—N—CH,
NO
KOH, CH—N,
CH,CH,0H
CH,

35 34
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Montou-se um sistema adequado para a sintese do diazometano (34), um composto
com propriedades téxicas e explosivas. O sistema consiste em um baldo de fundo
redondo acoplado a um condensador (sem emendas e sem partes esmerilhadas)
conectado a um ernlenmeyer através de uma rolha de borracha. Este erlenmeyer
estava mergulhado em banho de gelo com sal grosso dentro de um isopor vedado com
papel aluminio para manter a temperatura baixa. No condensador passava agua
mantida gelada por um refrigerador; um funil de adigdo se adaptava ao baldo através de
outra rolha de borracha. Ao baldo foram adicionados 3,25 g de KOH, 5,2 mL de agua e
15,6 mL de etanol que foram aquecidos em banho de agua a 65 °C. A adi¢cdo de 13 g
de Diazald (35) dissolvidos em 130 mL de éter etilico foi realizada gota a gota com a

ajuda do funil de adi¢édo por 3 horas.

Quando todo o Diazald havia sido adicionado, deixou-se o sistema sob agitagdo por
aproximadamente 15 minutos. O erlenmeyer com diazometano foi tampado com rolha

de borracha, enrolado em papel aluminio e guardado em freezer.

c) Esterificacao

A fragdo acida restante da esterificagdo com sulfato de metila (9,8 g) foi dissolvida em
um pouco de éter etilico, colocada em banho de gelo dentro de um isopor e tampada
com rolha de borracha. Quantidades pequenas de diazometano em éter foram
adicionadas de tempo em tempo com a ajuda de uma pipeta de Pasteur e entre as
adicdes foram feitas placas cromatograficas para acompanhar a esterificagao.
Adicionou-se diazometano (34) até completa esterificacdo dos acidos que resultou em

9,25 g do material.
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5.2.1.4.3. Pré-purificagao da fragao esterificada

Para uma posterior injecao em aparelho de CG/EM a fragéo esterificada foi filtrada em
coluna de silica gel para eliminar quaisquer residuos de acidos e de sesquiterpenos.
Para isso, uma coluna cromatografica foi preenchida com 18,5 g de silica gel com uma
mistura de hexano/acetato de etila 9,7:0,3. A coluna foi eluida com esta mistura até

completa separacao dos ésteres.

As fragbes dos ésteres com R; = 0,8 (hexano: acetato de etila — 9:1; silica gel) foram
reunidas e uma amostra foi analisada em aparelho de cromatografia gasosa acoplado a
espectrometria de massas. A analise indicou a presenga de varios ésteres, sendo

quatro ésteres isoméricos majoritarios.

5.2.1.4.4. Separacao das substancias da fragao acida

A fracao constituida pela mistura de ésteres isoméricos foi posteriormente submetida a
separacao cromatografica em coluna de gel de silica impregnada com 10 % de nitrato
de prata (AgNO3).

Em um béquer foram pesados 24 g de gel de silica. Em outro recipiente, protegido da
luz, pesaram-se 2,6 g de AgNOs. Diluiu-se este sal em quantidade de agua destilada
suficiente para umedecer todo o volume de silica gel. Apos a dissolugdo completa do
AgNO3, misturou-se esta solugdo a silica gel. Protegeu-se o recipiente da luz com
folhas de papel aluminio, deixando na parte superior pequenos orificios para a saida do
vapor de agua. Em seguida, este sistema foi deixado em uma estufa por trés dias a
75 °C. Apos o tempo de ativagao, a silica gel foi retirada da estufa e o recipiente aberto
(em local protegido da luz) para nao haver condensag¢ao de umidade até que atingisse

a temperatura ambiente.
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A coluna foi preenchida com a silica gel impregnada com prata através da suspenséao
da fase estacionaria em hexano. Apos a compactagao do leito cromatografico a mistura
dos ésteres (400 mg) foi adicionada na forma de uma pastilha preparada em silica gel

sem nitrato de prata.

A coluna foi eluida inicialmente com hexano. Aumentou-se lentamente a polaridade do
eluente até uma solugéo de 50% de acetato de etila em hexano. A resolugéo da mistura
foi acompanhada por um aparelho de cromatografia gasosa, fornecendo as fragdes que
foram reunidas de acordo com a sua composicao. Ao final os quatro diterpenos puros

foram obtidos como pode ser visto na Tabela 16.

Tabela 16 — Fragdes reunidas apos separagdo cromatografica com silica gel
impregnada com nitrato de prata da fragdo de ésteres, sistema de
solventes e massas obtidas.

Substancias presentes nas Sistema de solventes Massa (mg)
fragoes reunidas

37 Hexano: acetato de etila (9,7:0,3) 142,0

37 + 6a Hexano: acetato de etila (9,7:0,3) 6,0
6a Hexano: acetato de etila (9,7:0,3) 24,0
38 Hexano: acetato de etila (9,5:0,5) 76,0

38 +39 Hexano: acetato de etila (8:2) 12,0
39 Hexano: acetato de etila (8:2) 48,0

As substancias 37 e 38 foram obtidas como soélidos brancos enquanto as substancias
6a e 39 na forma de 6leos incolores. A identificacdo dessas substancias através de
técnicas de RMN 'H, '3C, COSY, HMQC e HMBC nos provou se tratar das substancias
caur-16-en-18-oato de metila (37), ozato de metila (6a), caur-15-en-18-oato de metila

(38) e isoozato de metila(39).
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Dados referentes ao caur-16-en-18-oato de metila (37): Figuras 28A-34A

CCD: R¢ = 0,8 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).
PF: 108-110 °C

IV (KBr, cm™) vinax: 3020, 2991, 2930, 2864, 1717, 1655, 1437, 1381, 1248, 1176, 1140,
874.

RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 0,80-0,90 (m, 1H, H-1), 1,00 (sl, 1H, H-5), 1,07 (s, 3H, H-
20), 1,09-1,14 (m, 2H, H-9 e H-14), 1,16 (s, 3H, H-19), 1,40-1,46 (m, 3H, H-2, H-6 e H-
12), 1,47-1,60 (m, 6H, H-2, H-3, H-6, 2H-7 e H-12), 1,61-1,75 (m, 3H, H-3 e 2H-11),
1,77-1,87 (m, 1H, H-1), 1,92-2,04 (m, 1H, H-14), 2,03-2,14 (m, 2H, H-15), 2,64 (s, 1H,
H-13), 3,65 (s, 3H, H-21), 4,73 (s, 1H, H-17), 4,80 (m, 1H, H-17).

RMN **C (100 MHz, CDCl3) & 16,5 (C-20, CH3), 17,9 (C-11, CH,), 18,0 (C-2, CH,),
18,0 (C-19, CH3), 23,3 (C-6, CH,), 33,3 (C-12, CHy), 36,9 (C-3, CH>), 38,4 (C-10, C),
39,0 (C-1, CHy), 39,1 (C-14, CH,), 39,8 (C-7, CH,), 44,0 (C-13, CH), 44,4 (C-8, C), 47,8
(C-4, C), 49,1 (C-15, CHy), 50,6 (C-5, CH), 51,9 (C-21, CHas), 56,1 (C-9, CH), 103,1
(C-17, CHy), 155,8 (C-16, C), 178,0 (C-18, C).

EM (70 eV) m/z (%): 316 (M*, 16), 301 (9), 273 (28), 257 (26), 241 (48), 213 (30), 131
(22), 105 (50), 91 (100), 79 (94), 67 (68), 54 (64), 41 (98).
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Dados referentes ao ozato de metila (6a): Figuras 35A-40A
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CCD: Rf = 0,8 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).

RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 0,76 (s, 3H, H-20), 1,16 (s, 3H, H-19), 1,17-1,26 (m, 2H,
H-1 e H-6), 1,44 (qd, 1H, J= 4,4 Hz e 12,8 Hz, H-6), 1,53-1,63 (m, 3H, 2H-2 e H-3), 1,74
(s, 3H, H-16), 1,75-1,87 (m, 3H, H-1, H-3 e H-9), 1,97 (dd, 1H, J= 2,3 Hz e 12,8 Hz,
H-5), 2,00-2,12 (m, 1H, H-11), 2,20-2,14 (m, 1H, H-7), 2,33 (m, 1H, H-7), 2,38 (dI, 1H,
J= 6,3 Hz, H-11), 3,65 (s, 3H, H-21), 4,48 (sl, 1H, H-17), 4,83 (sl, 1H, H-17), 4,87 (d, 1H,
J= 10,9 Hz, H-15), 5,03 (d, 1H, J= 17,2 Hz, H-15), 5,40 (I, 1H, J= 6,3 Hz, H-12), 6,34
(dd, 1H, J= 10,9 Hz e 17,2 Hz, H-14).

RMN "3C (100 MHz, CDCls) & 11,9 (C-16, CHs), 14,8 (C-20, CHs), 16,7 (C-19, CHy),
18,6 (C-2, CHy), 23,0 (C-11, CH,), 26,7 (C-6, CHy), 37,1 (C-3, CH,), 37,7 (C-7, CH,),
38,2 (C-1, CHy), 39,0 (C-10, C), 47,9 (C-4, C), 49,9 (C-5, CH), 51,8 (C-21, CH3), 57,2
(C-9, CH), 108,1 (C-17, CH,), 110,0 (C-15, CHj), 133,4 (C-13, C), 133,9 (C-12, CH),
141,8 (C-14, CH), 148,1 (C-8, C), 179,1 (C-18, C).

EM (70 eV) m/z (%): 316 (M*, 24), 301 (12), 257 (34), 241 (42), 175 (82), 161 (32), 147
(20), 134 (20), 134 (31), 121 (100), 119 (50), 105 (50), 93 (50), 91 (48), 81 (64), 79 (74),
55 (48), 41 (50).
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Dados referentes ao caur-15-en-18-oato de metila (38): Figuras 41A-47A

CCD: Rf = 0,8 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).
PF: 111-112°C
IV (KBr, cm™) vimax: 3030, 2991, 2860, 1720, 1637, 1437, 1244, 1175, 1190, 816.

RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 0,77-0,87 (m, 1H, H-7), 0,89-1,00 (m, 2H, H-5 e H-6), 1,04
(s, 3H, H-20), 1,12 (s, 3H, H-19), 1,25-1,33 (m, 2H, H-11), 1,37-1,54 (m, 7H, H-1, 2H-2,
H-3, H-6 e 2H-12), 1,59-1,70 (m, 3H, H-1, H-3 e H-9), 1,68 (s, 3H, H-17), 1,80 (d, 1H,
J= 12,8 Hz, H-7), 2,02 (d, 2H, J= 9,9 Hz, H-14), 2,30 (s, 1H, H-13), 3,64 (s, 3H, H-21),
5,05 (s, 1H, H-15).

RMN '3C (100 MHz, CDCls) & 14,3 (C-17, CHs), 15,5 (C-20, CH3), 17,8 (C-2, CHy), 18,1
(C-19, CHs), 18,6 (C-11, CHy), 22,5 (C-6, CHy), 25,1 (C-12, CHy), 37,0 (C-3, CHy), 39,0
(C-1, CHy), 39,0 (C-10, C), 39,6 (C-7, CH,), 43,9 (C-14, CH,), 45,0 (C-13, CH), 48,0
(C-4, C), 49,0 (C-5, CH), 49,1 (C-8, C), 49,1 (C-9, CH), 51,9 (C-21, CH3), 135,4 (C-15,
CH), 142,6 (C-16, C), 179,7 (C-18, C).

EM (70 eV) m/z (%): 316 (M*, 26), 301(8), 273 (15), 257(19), 259 (26), 241 (33), 187
(28), 159 (23), 119 (26), 106 (61), 94 (100), 91 (61), 79 (44), 41 (26).
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Dados referentes ao isoozato de metila (39): Figuras 48A-53A

19 COOMe
18 21

39
CCD: Rf = 0,8 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).

RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 0,71 (s, 3H, H-20), 1,14 (s, 3H, H-19), 1,18-1,28 (m, 2H,
H-1 e H-6), 1,45 (qd, 1H, J= 4,3 Hz e 15,0 Hz, H-6), 1,52-1,63 (m, 4H, 2H-2, H-3 e
H-11), 1,64-1,79 (m, 4H, H-1, H-3, H-9 e H-11), 1,95 (dd, 1H, J= 3,0 Hz e 10,7 Hz, H-5),
1,99-2,10 (m, 2H, H-7 e H-12), 2,28-2,43 (m, 2H, H-7 e H-12), 3,66 (s, 3H, H-21), 4,57
(s, 1H, H-17), 4,85 (s, 1H, H-17), 4,97 (s, 1H, H-16), 5,01 (s, 1H, H-16), 5,05 (d, 1H,
J= 12,0 Hz, H-15), 5,22 (d, 1H, J= 18,0 Hz, H-15), 6,36 (dd, 1H, J= 12,0 Hz e 18,0 Hz,
H-14).

RMN ®C (100 MHz, CDCls) & 14,9 (C-20, CH3), 16,7 (C-19, CHs), 18,6 (C-2, CHy),
22,2 (C-11, CHy), 27,0 (C-6, CH,), 30,2 (C-12, CH,), 37,1 (C-3, CHy), 37,9 (C-7, CHy),
38,0 (C-1, CHy), 39,1 (C-10, C), 47,9 (C-4, C), 50,0 (C-5, CH), 52,0 (C-21, CHs), 56,6
(C-9, CH), 107,0 (C-17, CH,), 113,3 (C-15, CH,), 115,7 (C-16, CH,), 139,1 (C-14, CH),
147,1 (C-13, C), 148,0 (C-8, C), 179,4 (C-18, C).

EM (70 eV) m/z (%): 316 (M*,1), 301 (10), 257 (40), 241 (43), 187 (15), 163 (13), 133
(23), 121 (100), 107 (28), 93 (43), 79 (40), 55 (35), 41 (55).
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5.2.2. Derivatizagdes dos acidos 6zico e isodzico
5.2.2.1. Preparo do extrato hexanico

O mesmo procedimento realizado na etapa do estudo fitoquimico foi realizado para
obtencdo do extrato hexanico. Os epicarpos dos frutos maduros de Hymenaea
stigonocarpa coletados na Reserva Nacional da Serra do Cipé em Jaboticatubas - MG,
em novembro de 2007, foram separados da polpa, lavados e secos a sombra.
Posteriormente, foram moidos em moinho de martelo e deixados em hexano para
extracdo por 10 dias. Filtrou-se e evaporou-se em evaporador rotatorio. Um total de

500 g de epicarpo moido forneceu 17,7 g de extrato, aproximadamente 3,5%.

5.2.2.2. Extragao acido-base

O extrato hexanico de H. stigonocarpa (17,7 g) foi diluido em 120 mL de éter etilico e
extraido quatro vezes com 200 mL de solucdo de KOH 0,6 mol.L™". As fases organica e
aquosa foram separadas. Da fase neutra todo o solvente foi retirado em evaporador
rotatorio e forneceu um total de 4,4 g de substancias neutras. Colocou-se a fase aquosa
em banho de gelo e em seguida, adicionou-se 150 mL de acetato de etila e
HCl 1 mol.L™ lentamente até a neutralizagdo (35 mL). Em um funil de separag3o,
separaram-se novamente as fases organica e aquosa. A fase organica foi seca com

MgSO, e evaporada, fornecendo 12,1 g de uma fragdo contendo as substancias acidas.

5.2.2.3. Esterificagao

A fragcdo acida obtida da extracdo acido-base descrita no item 5.2.2.2. (12,1 g) foi
dissolvida em um pouco de éter etilico, colocada em banho de gelo dentro de um isopor
e tampada com rolha de borracha. Quantidades pequenas de diazometano em éter

foram adicionadas de tempo em tempo com a ajuda de uma pipeta de Pasteur e entre
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as adicbes foram feitas placas cromatograficas para acompanhar a esterificagao.
Adicionou-se diazometano até completa esterificacdo dos acidos que resultou em

11,5 g do material.

5.2.2.4. Pré-purificacdo da fragao esterificada

Para uma posterior analise em aparelho de CG/EM a fragao esterificada foi filtrada em
coluna de silica gel para eliminar quaisquer residuos de acidos e de sesquiterpenos.
Para isso, uma coluna cromatografica foi empacotada com de silica gel com uma
mistura de hexano: acetato de etila 9,7:0,3. A coluna foi eluida com esta mistura até

completa separagao dos ésteres.

As fragbes foram reunidas e uma amostra foi analisada em aparelho de cromatografia
gasosa acoplado a espectrometria de massas. O resultado indicou a presencga de varios
ésteres e dentre eles o ozato de metila (6a) e o isoozato de metila (39) como

majoritarios, constituindo 80% da mistura.

5.2.2.5. Separacgao dos ésteres ozato de metila (6a) e isoozato de metila (39)

Todo o material obtido na esterificagao foi cromatografado em coluna de silica gel para
separagcdo da fragdo enriquecida com os diterpenos ozato de metila e isoozato de

metila para posterior utilizacdo em reacgoes.

A coluna foi preenchida com a silica gel suspendida em hexano e a mistura de ésteres
adicionada na forma de uma pastilha preparada em silica gel. A coluna foi eluida com
volumes crescentes de acetato de etila, obtendo-se ao final varias fragbes enriquecidas
com os isdbmeros de interesse. Essas fragcbes foram submetidas a algumas
transformacgdes sintéticas para que os produtos formados pudessem ser utilizados em

ensaios biolégicos apds serem devidamente purificados.
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5.2.2.6. Sintese dos alcoois 40 e 41 a partir dos ésteres 6a e 39

LiAIH,, THF
Refluxo

A um baldo de duas bocas de 250 mL acoplado com sistema de refluxo em atmosfera
de nitrogénio foram adicionados 70 mL de THF seco e 1,16 g (33,8 mmol) de LiAlH4
com a ajuda de um funil, em banho de gelo. Logo apds adicionou-se vagarosamente
uma mistura enriquecida com 90% dos ésteres ozato de metila (6a) e isoozato de metila
(39) (4,4 g) dissolvidos em THF até completar 140 mL de solvente, também em banho

de gelo.

A reacgao foi mantida sob refluxo por 8 horas. Apds este tempo a analise por CCD

indicou que nao havia material de partida.

A solucéo reacional adicionou-se gotas de solucdo de NaOH 15% até que restasse uma
solugdo limpida e um solido branco agarrado as paredes do baldo. A solugao
transparente foi vertida em um erlenmeyer, seca com sulfato de magnésio e filtrada
para um baldo. Apds evaporagdo do solvente em evaporador rotatorio foram obtidos

4,2 g de fase organica.

Para uma pré-purificacdo da mistura dos alcoois 40 e 41, a fase organica foi
cromatografada em coluna de silica gel utilizando como solvente hexano: acetato de
etila 9,5:0,5. O rendimento médio da reagao foi de 92,0% com a obtencao de 3,31 g da

mistura de alcoois.
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5.2.2.7. Separagao dos alcoois 40 e 41

Uma pequena por¢ao da mistura dos alcoois 40 e 41 (239 mg) foi submetida a uma
separagdo cromatografica utilizando silica gel incorporada com nitrato de prata
(AgNOs3). A coluna — em ambiente protegido da luz - foi preenchida com a silica gel
impregnada com prata suspendida em hexano:acetato de etila (9,5:0,5) e a mistura de
alcoois adicionada na forma de uma pastilha preparada em silica gel sem nitrato de
prata. A coluna foi eluida inicialmente com hexano:acetato de etila 9,5:0,5 e
posteriormente com hexano:acetato de etila 9:1, obtendo-se ao final os duas
substancias puras na forma de 6leos incolores. O primeiro composto a ser eluido foi o
alcool 41 (98 mg) e depois entado, o alcool 40 (125 mg). A separacédo cromatografica foi

acompanhada por analises sucessivas em aparelho de CG/EM.

A confirmagdo das estruturas das substancias foi realizada através das técnicas de
Espectrometria de Massas, RMN 'H, "*C e por técnicas bidimensionais: COSY, HMQC
e HMBC.
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Dados referentes ao alcool do ozato de metila (40): Figuras 54A-59A

CCD: Rf = 0,23 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 0,75 (s, 6H, H-19 e H-20), 1,12 (td, 1H, J= 4,3 Hz e
12,5 Hz, H-3), 1,25-1,42 (m, 2H, H-1 e H-6), 1,43-1,49 (m, 2H, H-1 e H-5), 1,53-1,65 (m,
3H, 2H-2 e H-6), 1,73 (s, 3H, H-16), 1,75-1,83 (m, 2H, H-3 e H-9), 1,97-2,08 (m, 1H,
H-7), 2,07-2,19 (m, 1H, H-11), 2,31-2,38 (m, 2H, H-7 e H-11), 3,13 (d, 1H, J= 12,6 Hz,
H-18), 3,41 (d, 1H, J= 12,6 Hz, H-18), 4,44 (s, 1H, H-17), 4,80 (s, 1H, H-17), 4,86 (d,
1H, J= 10,7 Hz, H-15), 5,02 (d, 1H, J= 17,7 Hz, H-15), 5,40 (tl, 1H, J= 6,6 Hz, H-12),
6,32 (dd, 1H, J= 10,7 Hz e 17,7 Hz, H-14).

RMN ®C (100 MHz, CDCls) & 11,9 (C-16, CHs), 14,9 (C-20, CHs), 17,7 (C-19, CHs),
18,9 (C-2, CHy), 23,2 (C-11, CHy), 23,8 (C-6, CHy), 35,4 (C-1, CH,), 37,8 (C-7, CH,),
38,1 (C-4, C), 38,8 (C-3, CH,), 39,4 (C-10, C), 48,4 (C-5, CH), 57,0 (C-9, CH), 72,1
(C-18, C), 107,8 (C-17, CHy), 109,9 (C-15, CHy), 133,6 (C-13, C), 134,0 (C-12, CH),
141,8 (C-14, CH), 148,3 (C-8, C).

EM (70 eV) m/z (%): 288 (M*,13), 273 (9), 257 (41), 175 (22), 147 (30), 133 (26), 119
(28), 107 (26), 93 (61), 81 (100), 55 (48), 41 (54).
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Dados referentes ao alcool do isoozato de metila (41): Figuras 60A-65A

CCD: Rf = 0,23 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).

RMN "H (400 MHz, CDCls) & 0,72 (s, 3H, H-20), 0,74 (s, 3H, H-19), 1,05 (td, 1H,
J= 4,2 Hz e 12,4 Hz, H-3), 1,21-1,32 (m, 1H, H-1), 1,35 (dd, 1H, J= 4,4 Hz e 15,0 Hz, H-
6), 1,40-1,50 (m, 2H, H-1 e H-5), 1,51-1,64 (m, 4H, 2H-2, H-6 e H-11), 1,65-1,79 (m, 3H,
H-3, H-9 e H-11), 1,92-2,13 (m, 2H, H-7 e H-12), 2,35-2,42 (m, 2H, H-7 e H-12), 3,10 (d,
1H, J= 10,9 Hz, H-18), 3,41 (d, 1H, J= 10,9 Hz, H-18), 4,57 (s, 1H, H-17), 4,85 (s, 1H,
H-17), 4,94 (s, 1H, H-16), 4,97 (s, 1H, H-16), 5,04 (d, 1H, J= 10,7 Hz, H-15), 5,20 (d,
1H, J= 16,8 Hz, H-15), 6,36 (dd, 1H, J= 10,7 Hz e 16,8 Hz, H-14).

RMN 'C (100 MHz, CDCls) & 15,1 (C-20, CH3), 17,7 (C-19, CHs), 18,8 (C-2, CHy),
22,5 (C-11, CH,), 24,6 (C-6, CHy), 30,4 (C-12, CHy), 35,6 (C-1, CHy), 38,1 (C-4, CHy),
38,2 (C-3, C), 38,6 (C-7, CH,), 39,6 (C-10, C), 48,7 (C-5, CH), 56,7 (C-9, CH) , 72,2
(C-18, C), 106,5 (C-17, CHa), 113,2 (C-15, CHy), 115,5 (C-16, CHz), 139,2 (C-14, CH),
147,2 (C-13, C), 148,5 (C-8, C).

EM (70 eV) m/z (%): 288 (M*,1), 273 (11), 257 (66), 147 (30), 135 (43), 121 (40), 107
(51), 93 (96), 81 (100), 67(53), 55 (66), 41(77).



107

5.2.2.8. Sintese dos tosilatos 42 e 43 a partir dos alcoois 40 e 41

TsCl
piridina

A um baldo de 250 mL de duas bocas sob atmosfera de nitrogénio foram adicionados
73 mL de piridina e 1,6 g da mistura enriquecida com 90% dos &lcoois 40 e 41. A
solugdo em agitacao foram adicionados 1,9 g (9,9 mmol) de cloreto de tosila (TsCl) e a
mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por dez horas. Logo apds, foi
feita uma placa cromatografica, o que indicou que ainda havia material de partida.
Entdo, adicionou-se mais 350 mg de TsCl (1,8 mmol) e aqueceu-se por mais cinco

horas para entdo encerrar a reagao.

O meio reacional foi vertido em um funil de separagao e adicionou-se acetato de etila. A
fase organica foi lavada exaustivamente com solugédo de HCI 5% até eliminacao de toda
piridina. Em seguida, a fase organica foi lavada com NaHCO3;, seca com sulfato de
magnésio e filtrada para um baldo. Apds evaporagdo do solvente em evaporador

rotatério foram obtidos 2,1 g de fase orgénica.

Para uma pré-purificagcdo da mistura dos tosilatos, a fase orgéanica foi cromatografada
em coluna de silica gel utilizando como solvente hexano:acetato de etila 9,5:0,5. Foram
reunidos 1,9 g da mistura dos tosilatos 42 e 43 puros e recuperado 0,14 g dos alcoois

40 e 41, perfazendo um rendimento médio de 89,0%.
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5.2.2.9. Separagao dos tosilatos 42 e 43

A mistura dos tosilatos 42 e 43 (250 mg) também foi submetida a separagéo
cromatografica utilizando silica gel incorporada com nitrato de prata (AgNO3). A coluna -
em ambiente protegido da luz - foi preenchida com a silica gel (impregnada com prata)
suspendida em hexano:acetato de etila (9,5:0,5) e a mistura de alcoois adicionada na
forma de uma pastilha preparada em silica gel sem nitrato de prata. A coluna foi eluida
com hexano:acetato de etila 9,5:0,5. Como o acompanhamento da separagao das
substancias ndo podia ser realizado por analise em CG/EM, pois os tosilatos sao
decompostos na coluna capilar sob altas temperaturas, as fragées foram reunidas de 5
em 5 para posterior andlise por RMN 'H. Apos reunido das fragdes foram obtidos
147 mg do tosilato 42 e 97 mg do tosilato 43. Ambos se apresentavam na forma de

6leos incolores.

A confirmagéo das substancias isoladas foi realizada também através das técnicas de
Infravermelho, RMN 'H, *C e por técnicas bidimensionais e nos comprovou a sintese

dos tosilatos esperados.
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Dados referentes ao tosilato ozato (42): Figuras 66A e 67A

CCD: Rf = 0,40 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).

RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 0,70 (s, 3H, H-20), 0,75 (s, 3H, H-19), 0,81-0,99 (m, 2H,
H-1 e H-6), 1,00-1,11 (m, 1H, H-3), 1,12-1,29 (m, 1H, H-6), 1,30-1,44 (m, 2H, H-1 e
H-5), 1,45-1,58 (m, 2H, H-2), 1,72 (s, 3H, H-16), 1,76 (sl, 2H, H-3 e H-9), 1,81-1,95 (m,
1H, H-7), 2,05-2,20 (m, 1H, H-11), 2,19-2,26 (m, 1H, H-7), 2,27-2,38 (m, 1H, H-11),
2,45 (s, 3H, H-25), 3,47 (d, 1H, J= 9,2 Hz, H-18), 3,71 (d, 1H, J= 9,2 Hz, H-18), 4,43 (s,
1H, H-17), 4,77 (s, 1H, H-17), 4,87 (d, 1H, J= 11,0 Hz, H-15), 5,02 (d, 1H, J= 17,2 Hz,
H-15), 5,37 (t, 1H, J= 6,6 Hz, H-12), 6,31 (dd, 1H, J= 11,0 Hz e 17,2 Hz, H-14), 7,34 (d,
1H, J= 6,6 Hz, H-23), 7,76 (d, 1H, J= 6,6 Hz, H-22).
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Dados referentes ao tosilato isoozato (43): Figuras 68A e 72A

CCD: Rf = 0,40 (hexano: acetato de etila 9:1; silica gel).

RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 0,68 (s, 3H, H-20), 0,72 (s, 3H, H-19), 1,02 (m, 2H, H-1 e
H-3), 1,25 (sl, 2H, H-1 e H-6), 1,40-1,59 (m, 4H, 2H-2, H-5 e H-6), 1,60-1,75 (m, 4H,
H-3, H-9 e 2H-11), 1,82-2,05 (m, 2H, H-7 e H-12), 2,23-2,42 (m, 2H, H-7 e H-12), 2,45
(s, 3H, H-25), 3,49 (d, 1H, J= 9,1 Hz, H-18), 3,73 (d, 1H, J= 9,1 Hz, H-18), 4,56 (s, 1H,
H-17), 4,84 (s, 1H, H-17), 4,94 (s, 1H, H-16), 4,98 (s, 1H, H-16), 5,04 (d, 1H, J= 10,7 Hz,
H-15), 5,20 (d, 1H, J= 16,8 Hz, H-15), 6,35 (dd, 1H, J= 10,7 Hz e 16,8 Hz, H-14), 7,35
(d, 1H, J= 7,7 Hz, H-23), 7,79 (d, 1H, J= 7,7 Hz, H-22).

RMN "3C (100 MHz, CDCl3) & 15,0 (C-20, CHs), 16,8 (C-19, CHs), 18,6 (C-2, CHy), 22,0
(C-25, CH3), 22,5 (C-11, CHy), 24,1 (C-6, CH,), 30,1 (C-12, CHy), 35,2 (C-1, CH,), 37,4
(C-4, C), 37,8 (C-7, CH,), 38,1 (C-3, CH,), 39,5 (C-10, C), 48,3 (C-5, CH), 56,4 (C-9,
CH), 78,0 (C-18, C), 106,8 (C-17, CHy), 113,6 (C-15, CHy), 115,6 (C-16, CH,), 128,0
(C-22, CH), 129,9 (C-23, CH), 133,0 (C-24, C), 139,1 (C-14, CH), 144,8 (C-21, C), 147,1
(C-13, C), 147,9 (C-8, C).
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5.2.2.10. Sintese dos trienos 44 e 45 a partir dos tosilatos 42 e 43

Nal/Zn
DMF

42 43 44 45

Em um baldo de 50 mL de duas bocas equipado com barra magnética e condensador
contendo 1g (2,26 mmol) da mistura dos tosilatos 42 e 43, foram adicionados 24 mL de
dimetilformamida (DMF) seca, 1,85 g (12,33 mmol) de Nal e 1,60 g (24,61 mmol) de
zinco em po tratado. Em seguida, o sistema foi aquecido até 120 °C e permaneceu sob
agitacao por 12 h. Apdés a analise de placa cromatografica, observou-se que ainda
havia material de partida, entdo adicionou-se mais 1,0 g de Nal (6 mmol) e deixou-se

reagir sob aquecimento por mais 12 h.

Apds este tempo, o aquecimento foi retirado e deixou-se atingir a temperatura
ambiente. O meio reacional foi entdo, diluido com diclorometano e filtrado. Em seguida,
a solucdo foi lavada sucessivamente com acido cloridrico e solugcdo aquosa de
tiossulfato de sodio. Apds evaporagdo do solvente foram obtidos 770 mg de fase

organica.

Para recuperacdo do material de partida que nao reagiu, a fase organica foi
cromatografada em coluna de silica gel utilizando como solvente inicialmente hexano
puro para recolher a mistura dos trienos e hexano:acetato de etila 9:1 para recuperacgéo
dos tosilatos que n&o reagiram. Obteve-se entdo, 480 mg da mistura dos trienos 44 e
45 e de outros isdmeros formados durante a reacéo e foi recuperado 0,5 g dos tosilatos
42 e 43.



112

5.2.2.11. Tentativa de purificagdo dos trienos 44 e 45

A mistura dos trienos e subprodutos, obtida da reacdo de reducao do item anterior, foi
analisada por CG/EM e apds analise de uma aliquota observou-se que a mistura era

composta por 12 substancias majoritarias, todos isbmeros.

Uma parte da mistura (290 mg) foi entdo, submetida a separagdo cromatografica
utilizando silica gel incorporada com nitrato de prata (AgNO3). A coluna foi eluida com
hexano e posteriormente com polaridades crescentes de acetato de etila até atingir a
propor¢cdo de hexano:acetato de etila (9,5:0,5). A mistura dos isébmeros foi adicionada

na forma de pastilha preparada em silica gel sem nitrato de prata.

Ao final do processo de separagdo cromatografica, nenhum dos isémeros foi obtido
completamente puro, as fragbes foram reunidas de acordo com as substancias

majoritarias e armazenadas em freezer.

Varias tentativas de purificagdo utilizando os métodos cromatograficos de separagéo
em coluna e em camada preparativa (CCD) com silica gel impregnada com nitrato de

prata foram realizadas, mas nao foi possivel purificar os isdbmeros reduzidos 44 e 45.
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5.2.3. Recuperagao da silica gel impregnada com prata

A utilizacdo da técnica de separagéo cromatografica com impregnagéo de prata gera
um residuo para o qual ndo se encontrava tratamento descrito na literatura. Procurando
minimizar estes problemas, buscou-se desenvolver uma metodologia simples, mas
eficiente e de baixo custo para recuperar a silica gel e o metal (Ag) gerados no

laboratério para poder reutiliza-los.

5.2.3.1. Procedimento de recuperagcao da silica gel impregnada com nitrato de
prata

O procedimento para o tratamento da silica gel impregnada com nitrato de prata foi
realizado de acordo com a metodologia descrita em Andre&o e colaboradores (2010). E

abrange trés etapas:

- Tratamento da silica gel impregnada com prata com 3,0 equivalentes de HNO3; e H,0»
(suficiente para cobrir o material);
- Retirada do excesso de matéria organica residual com metanol;

- Tratamento com H,SO4 e H,0O, para degradagao de residuos de material organico.

Apos ser utilizada nos processos de separagao cromatografica, a silica gel impregnada
com nitrato de prata foi armazenada. A 100 g dessa silica gel foram adicionados
200 mL de perodxido de hidrogénio (H202) 30% e 11,5 mL de acido nitrico HNO3 65%. A
adicdo de H,O, foi realizada bem lentamente e em banho de gelo, devido ao grande
aquecimento do meio, e em capela com exaustao. Depois de ficar em repouso por dez
dias, com periédica homogeneizagdo com bastdo de vidro, a silica gel foi decantada,
lavada com 100 mL de agua destilada e filtrada em funil de Buchner. Lavou-se a silica
gel por mais cinco vezes com porgdes de 100 mL de agua destilada até que o pH do

filtrado se mostrou préximo de 6. Ainda no funil, lavou-se a silica gel com 200 mL de
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metanol para a remogao de alguns residuos organicos polares menos soluveis em

agua. Deixou-se secar.

A silica gel seca do tratamento anterior, foram adicionados 200 mL de H,0, e 1 mL de
H,SO, concentrado. Deixou-se a mistura em repouso por dez dias, também com
homogeneizagdes periodicas. O material entéo, foi filtrado e lavado sucessivas vezes
com por¢des de 100 mL de agua destilada, de forma semelhante a anterior, até o

clareamento da silica gel. Ativou-se a silica gel em estufa a 120 °C por 12 h.

Todos os filtrados foram reunidos e a esta mistura adicionou-se solugdo saturada de
cloreto de sédio (NaCl) para precipitar a prata na forma de cloreto de prata (AgCl). O

soélido formado foi separado da solugéo por filtragao.

5.2.3.2. Avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas da silica gel tratada

Para avaliagdo da qualidade da fase estacionaria recuperada foram realizadas analises
quantitativas e qualitativas de composicao e eficiéncia entre a silica gel tratada pelo
procedimento descrito acima, silica gel nova e a silica gel tratada segundo a literatura
(TEIXEIRA et alii, 2003).

Foram realizadas analises da area especifica, volume de poros e distribuicdo de
didmetros dos poros para verificar se houve modificagdo estrutural com o tratamento,
analises termogravimétricas para avaliar a perda de massa em fungao da temperatura e
também analises de fluorescéncia de raios-X para avaliar possiveis residuos de prata.

Foram realizados ainda testes em CLAE para verificar a existéncia de matéria organica.
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CAPITULO 2

AVALIAGAO DA POTENCIAL BIOATIVIDADE DE SUBSTANCIAS ISOLADAS E
DERIVATIZADAS DO EPICARPO DE Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae)

1. INTRODUGAO

1.1. Produtos naturais e atividade antimicrobiana

A natureza é uma fonte atrativa de substancias farmacologicamente ativas candidatas
ao tratamento de patologias devido a enorme diversidade quimica encontrada nas

espécies de plantas, animais e microrganismos (ROCHA et alii, 2001).

Substéancias biologicamente ativas, em particular as derivadas de plantas medicinais,
destacam-se como potenciais farmacos ou candidatos a novas drogas estruturalmente
e funcionalmente diversas, além de constituirem modelos moleculares de referéncia
para sintese de novos compostos medicinais (KOEHN & CARTER, 2005). Apesar do
interesse na modelagem molecular, na quimica combinatdria e outras técnicas de
sintese quimica pelas instituicbes de pesquisa e industrias farmacéuticas, os produtos
naturais e, particularmente, as plantas medicinais, permanecem como uma importante
fonte de novos agentes terapéuticos contra doengas infecciosas (fungicas ou

bacterianas), cancer, dislipidemias e imunomodulagado (ROCHA et alii, 2001).
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A elucidacdo dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como seu
mecanismo de acado, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica farmacéutica,
bioquimica e a farmacologia (GEBHARDT, 2000). As plantas contém inumeros
constituintes e seus extratos, quando testados, podem apresentar efeitos sinérgicos
entre os diferentes principios ativos devido a presenca de substancias de classes ou
estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade (WATTENBERG, 1985).

Alternativas ao combate as infecgbes causadas por diversos microrganismos tém sido
utilizadas e bastante divulgadas, como o uso de principios ativos presentes em extratos
de plantas. Os fungos e bactérias tém sido motivo de intensa preocupagao devido as

inumeras patogenias tanto de carater humano quanto animal a eles associadas.

As drogas disponiveis para o tratamento de tais doencas tém custo elevado, efeitos
colaterais indesejaveis, pouca efetividade devido ao espectro de atuacio, e forgcam
sobremaneira o surgimento de isolados resistentes aos mais diversos principios ativos.
Assim, o desenvolvimento de métodos alternativos para o tratamento de tais infecgbes
torna-se imprescindivel (PERLROTH et alii, 2007).

Devido ao aumento de sérias infecgdes e ao concomitante aparecimento de resisténcia
aos agentes antifungicos e antibacterianos, os testes de susceptibilidade as drogas
antimicrobianas tornaram-se importantes (REX et alii, 2001). Estes testes podem ser
usados ndo somente na pesquisa de sensibilidade aos antimicrobianos, como também
na busca por novos farmacos pela verificacdo da atividade biolégica de amostras
complexas, como extratos vegetais, e de substancias puras (GULLUCE et alii, 2006;
CORDELL & COLVARD, 2005). As metodologias para a avaliagdo da atividade
antifungica e antibacteriana de produtos naturais sdo variaveis, sendo realizadas a

bioautografia, a difusdo em agar e a diluicdo em agar e caldo.

Os produtos naturais tém sido ferramentas valiosas contra as infec¢des microbianas, no
combate as células tumorais, bem como para o desenvolvimento de novos farmacos

(NEWMAN et alii, 2003). Estima-se que as substancias derivadas de plantas constituem
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aproximadamente 25% do receituario médico nos paises industrializados, sendo que
50% dos medicamentos utilizados sao de origem sintética e os 25% restantes referem-
se as outras fontes de produtos naturais (minerais, microbianos, entre outros)
(CARVALHO, 2001; RATES, 2001; GUERRA & NODARI, 2003).

1.1.1. Candida sp.

Leveduras do género Candida sédo responsaveis pela colonizagdo, por infecgdes
fungicas superficiais em imunocompetentes e por infecgcdes sistémicas em
imunodeprimidos. A variedade de apresentacdes da doencga leva a necessidade de
utilizagao de diferentes métodos de diagndsticos e esquemas terapéuticos (REX et alli,
2000). Estas infecgbes receberam destaque nos ultimos anos devido ao aumento de

pacientes imunodeprimidos (CLEFF et alii, 2007).

Candida albicans, constituinte da microbiota normal da pele e mucosas de animais e
humanos, pode se tornar patdgeno oportunista de regibes mucocutaneas, trato
digestivo e genital, além de envolver pele, unhas e trato respiratério com riscos de
desencadear fungemias (FERREIRO et alii, 2002).

Em medicina humana, o género Candida possui uma enorme relevancia, principalmente
em ambientes de Unidades de Tratamentos Intensivos (UTIs) (BARROS et alii, 2007).
Candida albicans é o patdbgeno mais comum nas candidiases cutaneas e da orofaringe,
porém as espeécies nao albicans tém aumentado em numero e em importancia nas

candidiases vaginal e sistémica (REX et alli, 2000).

Em veterinaria, os relatos de casos envolvendo este agente ainda sdo escassos
(CLEFF et alii, 2007), mas possuem grande importancia na clinica de pequenos

animais, sendo agentes causadores de infecgdes oportunisticas.
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Muitas das espécies n&o albicans mais comumente isoladas sdo menos susceptiveis
aos derivados azolicos, dificultando o tratamento dessas infecgdes. Embora a
susceptibilidade das leveduras do género Candida aos antifungicos disponiveis seja
variavel e previsivel, nem sempre uma determinada amostra isolada segue o padréo
geral. Essa € uma das razbes da crescente importancia dos testes de susceptibilidade
(CROCCO et alii, 2004).

1.1.2. Cryptococcus sp.

A criptococose € uma doenga fungica infecciosa, potencialmente fatal, associada com
excrementos de passaros (BRUMMER, 1998), podendo afetar o homem, gatos, caes,
equinos e outras espécies animais (MALIK et alii, 1997; BEATTY et alii, 2000).

O agente causador da criptococose € a levedura Cryptococcus neoformans, um fungo
patogénico oportunista, encontrado tanto no ambiente como nos animais infectados.
Esse fungo apresenta na sua estrutura microbiolégica uma capsula polissacaridica que

€ essencial para a sua patogenicidade.

A levedura C. neoformans se aloja nos pulmdes podendo chegar aos alvéolos e causar
uma micose sistémica (WICKES et alii, 1996). A criptococose, com localizagao inicial
nos pulmdes do hospedeiro pode regredir ou progredir com disseminagao
hematogénica para o cérebro e meninges e eventualmente para outros érgdos. Quando
ha disseminagdo para o cérebro, os individuos infectados frequentemente adquirem
meningoencefalite, forma letal de infecgdo caso ndo seja tratada, mas que também
pode ser fatal se a resposta imune mediada por célula do hospedeiro ndo funcionar
adequadamente na presencga do tratamento (MITCHELL & PERFECT, 1995).

O fungo tem peculiaridades que podem representar fontes de infecgdo aos humanos,
tais como presenga em excretas de aves e em poeira domiciliar. Sendo assim, como

zoonose, C. neoformans pode representar um alto risco para os pacientes
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imunodeprimidos, tendo em vista a exposicdo ambiental dos individuos em ambientes

contaminados, especialmente com fezes de aves silvestres (PASSONI, 1998 e 1999).

O aumento populacional dos individuos com doengcas como a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), leucémicos, transplantados, portadores de tumores
e pacientes em uso prolongado de corticoides e antibiéticos tem aumentado o numero
de casos de criptococose (RIPPON, 1988).

Nos individuos imunocompetentes esta infeccao frequentemente é assintomatica e
limitada ao pulm&o. Porém, em pacientes imunodeprimidos, ocorre uma disseminagao
extrapulmonar para o sistema nervoso central levando a meningoencefalites. Esta
doenga é atualmente uma infecgao incuravel em pacientes com SIDA, pois a terapia
existente ndo erradica a infeccdo na presenca de uma supressao imune
(FELDMESSER et alii, 2001; ZUGER et alii, 1986). Pouca atengdo tem sido dada as
defesas humanas contra C. neoformans var. gatti (KWON-CHUNG et alii, 1992), um
sério patdogeno que pode levar muitos pacientes a cegueira (LALLOO et alii, 1994) e
que requer tratamento prolongado e agressivo (PEACHY et alii, 1998; MITCHELL et
alii, 1995).

Os fatores de viruléncia mais importantes séo a capsula polissacaridica e o pigmento
melanina que funciona como antioxidante. Este ultimo trata-se de um pigmento marrom
que contém compostos difendlicos e é secretado por varios fungos de importancia
meédica. A capacidade de produzir este pigmento é uma caracteristica que diferencia
isolados de C. neoformans patogénicos dos nao-patogénicos e outras espécies de
Cryptococcus (BOSE et alii, 2003; CASADEVALL et alii, 2000; LANGFELDER et alii,
2003).

Varias drogas sao indicadas para o tratamento de doengas em animais causadas por
fungos, especialmente os derivados azdlicos no tratamento de pequenos animais com
criptococose (ROCHETTE et alii., 2003). No entanto, é necessario o desenvolvimento

de novas terapias devido a frequente presséo exercida sobre estes microrganismos no
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tratamento de doencas, o que tem ocasionado o surgimento de isolados resistentes as
drogas disponiveis no mercado, além disso, as infecgbes fungicas tém desempenhado

forte crescimento nas infecgées nosocomiais em humanos (PERLROTH et alii., 2007).

Assim sendo, novas tecnologias sao urgentes para suprir possiveis necessidades de
combate aos agentes resistentes, para tratamento de patologias causadas por
Cryptococcus neoformans.

1.1.3. Staphylococcus sp.

Staphylococcus sp. sdo bactérias esféricas do grupo dos cocos Gram-positivos,
imoveis, agrupados em massas irregulares ou em cachos de uva. Aerdbios ou
anaerobios facultativos, fermentam a glicose com producdo de &cido, e nisso se
diferenciam dos microrganismos do género Micrococcus, que sé fermentam em
aerobiose (KLOOS & BANNERMAN, 1999).

Sao células esféricas de cerca de 1 ym de diametro para os estafilococos patogénicos
e sdo maiores e desiguais em se tratando de estafilococos ou micrococos saprofitas. As
culturas jovens de certas cepas podem exibir capsula, porém de um modo geral,
consideram-se os estafilococos como acapsulados (KLOOS & BANNERMAN, 1999).

O género Staphylococcus é atualmente composto por cerca de 41 espécies, sendo
algumas frequentemente associadas a uma ampla variedade de infecgdes de carater
oportunista, em seres humanos e animais. As principais espécies de estafilococos
encontradas em seres humanos s&o os Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Staphylococcus saprophyticus (EUZEBY, 2010; SCHLEIFER &
KROPPENSTEDT, 1990).

Estdo associados, principalmente com a pele e mucosas de vertebrados de sangue

quente, mas isolados de produtos alimentares, p6 e agua. Algumas espécies sao
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patdbgenos oportunistas dos animais e do homem, onde produzem toxinas
extracelulares (DEVRIESE, 1990). O S. epidermidis é encontrado primariamente como
residente da pele, tendo um baixo potencial patogénico, assim como o S.
saprophyticus, que faz parte da microbiota normal da regido periuretral do homem e da
mulher e da pele. Ao contrario, o S. aureus € um patdégeno em potencial e pode ser
encontrado na regido da nasofaringe e também nas fossas nasais (SCHLEIFER &
KROPPENSTEDT, 1990).

A distribuicdo de S. aureus € muito ampla, visto que essa bactéria é significativamente
capaz de resistir a dessecagdo e ao frio, podendo permanecer viavel por longos
periodos em particulas de poeira. Esse microrganismo pode ser encontrado no
ambiente de circulacdo do ser humano, sendo o proprio homem seu principal
reservatério, além de estar presente em diversas partes do corpo, como fossas nasais,
garganta, intestinos e pele. Desses sitios anatdbmicos, as narinas possuem o0 maior
indice de colonizagdo, cuja prevaléncia € de cerca de 40% na populagdo adulta,
podendo ser ainda maior dentro de hospitais (CARVALHO et alii, 2005).

A espécie de maior interesse médico, principalmente em ambiente nosocomial, é o S.
aureus, que esta frequentemente relacionado com diversas infeccbes em seres
humanos (CASSETARI et alii, 2005).

As doencgas provocadas pelo S. aureus podem ser decorrentes da invasao direta dos
tecidos, de bacteremia primaria ou, exclusivamente, ser devidas as toxinas que ele
produz. Essas infeccbes podem se localizar em um ou em multiplos sitios, e, de acordo
com a localizagdo e outras caracteristicas, recebem diferentes designagdes, como
foliculite (infeccdo do foliculo piloso); sico (bicho de pé); carbunculo ou antraz,
furinculos localizados na regido cervical posterior; hordeolo (tercol); hidradenite
(inflamagéo das glandulas sudoriparas) e impetigo. Além das piogénicas, o S. aureus
pode causar outras infecgdes mais graves como pneumonia, meningite, endocardite,
sindrome do choque toxico, septicemia e outras (SCHECHTER & MARANGONI, 1998;
CASSETARI et alii, 2005).
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1.1.4. Escherichia sp.

Os representantes de Escherichia sp., membros da familia Enterobacteriaceae sao
facultativamente anaerdbicos, bastonetes Gram-negativos que podem ser moveis ou

iméveis. Também séo produtores de catalase (KAPER et alii, 2004).

Escherichia coli € considerada o principal microrganismo na casuistica de infec¢gées do
trato urinario no homem e em animais (SIQUEIRA et alii, 2008). Também esta entre as
principais causas de toxinfecgdo alimentar, colecistite, apendicite, peritonite, meningite,
infecgdes de feridas e septicemia (MURRAY, 2004).

A Escherichia coli € um habitante normal dos animais de sangue quente. Bovinos
possuem 1000 E. coli por grama de fezes; equinos possuem 10000 E. coli por grama de
fezes. Carnivoros possuem maior abundancia de E. coli do que herbivoros. Essa
bactéria € procurada no exame bacteriolégico da agua e sua presenga indica
contaminacéo fecal (VILLARROEL et alii, 2002).

As cepas patogénicas de Escherichia coli sdo associadas com doenga no intestino
(enterite) e com fulminantes septicemias do recém nascido ou animais jovens e com a
doenga no trato respiratorio de aves. Segundo Franco (1983) as cepas de Escherichia

coli que causam enterites séo classificadas como:

ETEC (enterotoxigenic): cepas que produzem enterotoxinas.

EPEC (enteropathogenic): cepas de E. coli que ndo produzem toxinas, causam

enterites através de mecanismos deconhecidos.

EIEC (enteroinvasive): cepas que invadem enterdcitos e profundas camadas da

mucosa do intestino causando diarréia.

AEEC (attaching and effacing): cepas de E.coli que colonizam o intestino produzindo

toxinas shigalike e destroem a camada microvilosa através de meios desconhecidos.
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Normalmente cepas ndo patogénicas também podem causar infec¢des oportunistas no
ubere, utero e outros lugares do organismo. A doenga depende de varios fatores para
ocorrer. Um fator critico € o estado imune do animal recém nascido. Se o animal nao
recebe uma quantidade adequada de imunoglobulinas, através do colostro com os
anticorpos especificos, estes animais tém uma maior chance de serem susceptiveis a
E. coli que causara enterite ou septicemia. Circunstancias como frio, constituicdo fraca
ou o animal ndo ter uma exposicdo a cepa de E. coli de uma forma indireta pode

predispor o animal a colibacilose.

1.2. Atividade frente a células tumorais humanas

1.2.1 Cancer

O céancer € uma doenca que tem por caracteristica o crescimento desordenado e difuso
de células anormais, causado por diversos fatores, externos (quimicos, tabaco,
radiagbes e infec¢gdes por microrganismos) e internos (mutagdes que podem ocorrer
durante o metabolismo, mutagées herdadas, hormbnios e condi¢gdes imunoldgicas).
Fatores como esses promovem o inicio da carcinogénese atuando juntos ou em
sequéncia (COTRAN et alii, 2000).

De todos os canceres, aproximadamente 5% séo hereditarios, conferindo alto risco de
desenvolvimento de um ou mais tipos especificos de cancer. Contudo, a maior parte
dos canceres nao € proveniente de genes hereditarios mutados, mas sim de genes que
sofreram mutagcdo durante o tempo de vida de um individuo, ou seja, mutacdes

ocorridas em células somaticas (COTRAN et alii, 2000).

Originado devido ao mau funcionamento de varios sistemas de controle de uma célula o
cancer € um processo complexo envolvendo geralmente mais de uma alteragao
genética (DIRKS & RUTKA, 1997; SOMPAYRAC, 2004). Sem a ac¢ao adequada dos

sistemas de controle, a célula mutante sofre uma proliferacdo anormal que leva a
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formacdo de uma populacdo de células tumorais que crescem ativamente. A
progressao do tumor continua com mutagdes adicionais que ocorrem nas células em
proliferacdo. Essas mutagdes podem ter uma variedade de efeito nas células, mas

eventualmente resultam em um crescimento ainda mais acelerado (COOPER, 1993).

No processo de progressao tumoral, algumas células do tumor primario podem perder a
capacidade de adesao, invadir a membrana basal do tecido de origem por meio da
producédo de enzimas proteoliticas, atravessar a parede dos vasos sanguineos, cair na
circulacdo e formar areas de proliferagcdo em outros tecidos. Esse processo é
denominado metastase (BRENTANI et alii, 2003).

O sistema imunolégico muitas vezes nao reconhece as células tumorais como sendo
uma perigosa ameaca que deve ser eliminada, pois essas células, mesmo
transformadas, ainda possuem um fendtipo muito similar aos das células normais.
Dessa forma, as células tumorais acabam por induzir tolerancia imunoldgica através de
diversos mecanismos, 0 que impede o organismo de produzir uma resposta imune
eficaz contra o tumor, permitindo assim, que a massa de células transformadas cresca
sem nenhum controle imunoldgico efetivo (MAPARA & SYKES, 2004).

Os diversos canceres sao classificados de acordo com o tecido e tipo de célula dos
quais se originam. Canceres originados de células epiteliais sdo denominados
carcinomas; aqueles originados a partir de tecidos conjuntivos ou células musculares
sdo denominados sarcomas. Os que ndo se encaixam em nenhuma dessas categorias
incluem os varios tipos de leucemia, derivados de células hematopoiéticas, e os
derivados de células do sistema nervoso. Aproximadamente 90% dos canceres
humanos sao carcinomas, talvez porque a maioria das células em proliferagédo no corpo
se encontra no epitélio, ou porque os tecidos epiteliais sdo mais expostos as varias
formas de danos fisicos e quimicos que favorecem o desenvolvimento (ALBERT et alii,
2002).



137

1.2.2. Mecanismos de morte celular

1.2.2.1. Necrose

Os mecanismos de morte celular sao divididos em apoptose e necrose. A necrose é o
mecanismo pelo qual as células morrem de modo nao-fisiologico, promovendo lesdes
tissulares e a sintomatologia de varias doengas. A morte € patoldgica ou "acidental"
quando a célula é impedida de manter seus processos vitais por lesdes fisicas ou
quimicas causadas por fatores externos, como temperaturas extremas, radiagao,
traumas, produtos téxicos e falta de oxigénio, como no infarto do miocardio e na
gangrena (ALBERT et alii, 1997; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).

As lesdes podem ter ainda origem biolégica, como nas infec¢des por bactérias ou virus.
Esse tipo de morte celular foi a unica conhecida pelos cientistas mais antigos. Ela &
morfologicamente caracterizada por um inchago celular e de organelas do citoplasma,
em particular as mitocéndrias, danificadas, mas o nucleo nao sofre alteracbes
significativas. Tais lesbes impedem o controle do equilibrio interno: a agua e alguns
ions (em especial sédio e calcio), normalmente bombeados para fora, fluem livremente
para dentro da célula, que incha e se rompe. A ruptura libera no tecido vizinho o
conteudo celular, rico em proteases e outras substancias toxicas. Além da toxicidade
direta para as células vizinhas, o derrame gera substancias que atraem células do
sistema imune, causando intensa reacgao inflamatdria: alguns tipos de glébulos brancos
convergem para o tecido em necrose e fagocitam as células mortas (KANDUC et alii,
2002).

A inflamacéo, tipica da necrose, € importante para limitar infec¢cdes e remover restos de
células, mas a atividade e as secre¢des dos globulos brancos podem também danificar

tecidos normais vizinhos, as vezes de maneira devastadora (KANDUC et alii, 2002).
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1.2.2.2. Apoptose

Aproximadamente 60 bilhdes de células sdo produzidas por dia, logo, um numero igual
de células devem morrer através da apoptose para manter a homeostase no
organismo. Ndo é surpreendente que a desregulagdo do processo apoptotico possa
culminar em um acumulo de células imortais contribuindo para o desenvolvimento de
tumores (COTTER, 2009).

A apoptose € uma via multipasso altamente regulada que é responsavel ndo sé pela
morte de células em organismos em desenvolvimento como também pelo controle do
numero de células em organismos multicelulares adultos. Este processo pode ser
ativado em resposta a estimulos especificos ou a varias formas de injuria celular ou
estresse (HANNUN, 1996; COTTER, 2009).

Segundo Cotter (2009), a morte celular por apoptose é caracterizada pelo encolhimento
da célula, condensagéo da cromatina, e fragmentacédo do nucleo. Estas caracteristicas
resultam na formacdo dos corpos apoptéticos que sido engolfados pelas células
fagociticas vizinhas. Distinguindo-se, assim da morte por necrose pela auséncia de uma

resposta inflamataria.

Por muitos anos a agao de drogas quimioterapicas foi relacionada somente a habilidade
destas em induzir dano genotoéxico. Durante a década passada, no entanto, evidéncias
acumuladas, mostraram que agentes quimioterapéuticos podem induzir morte celular
por apoptose. A morte de células tumorais por indugcdo de apoptose € agora
reconhecida como tendo um papel estratégico na identificagdo de drogas anticancer
(SUBHASHINI et alii, 2005).
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1.2.3. Estimativas do cancer no mundo e no Brasil

Embora a incidéncia de alguns canceres seja comparavel em todo mundo, muitos
variam dramaticamente por pais. Diferencas de hereditariedade ou ambientais podem
explicar bem essa variagdes; estudos epidemioldégicos mostraram que o ambiente € o
determinante dominante das variagdes entre paises na incidéncia do céancer
(WEINBERG, 2008).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) o numero de mortes por cancer no
mundo esta projetado para aumentar 45% de 2007 a 2030 (de 7,9 milhdes a 11,5 de
milhdes de mortes), isso sera influenciado em parte pelo aumento da expectativa de
vida e aumento da populagdo mundial. A elevagao calculada leva em consideragao
ligeiros declinios no indice de mortalidade em paises desenvolvidos. Sdo calculados
novos casos de cancer no mesmo periodo para saltar de 11,3 milhées em 2007 para
15,5 milhdes em 2030. Devido ao aumento do numero de mortes e novos casos,
estimativas apontam o cancer como a principal causa de morte mundial para o ano de
2030 (WHO, 2010).

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (Inca), as estimativas para o
ano de 2010, apontam que ocorrerao 479.270 casos novos de cancer. Os tipos mais
incidentes, a excegao do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de
prostata e de pulmao, no sexo masculino, e os canceres de mama e de colo do utero,
no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo.
Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma (113.850 casos novos) sera o
mais incidente na populagao brasileira, seguido pelos tumores de prostata (52.350), de
mama feminina (49.240), de pulmao (27.630), de cdlon e reto (28.110), de estbmago
(21.500) e de colo do utero (18.430) (INCA, 2010).
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1.2.4. Diterpenos como drogas antitumorais

A descoberta de drogas a partir de plantas medicinais possui um importante papel no
tratamento do cancer e, de fato, muitas das novas aplicagdes clinicas de metabdlitos
secundarios oriundos de plantas e seus derivados tém sido direcionados no combate ao
cancer (NEWMAN et alii, 2003).

Substancias bioativas de origem vegetal, originadas do metabolismo secundario em
plantas ou derivadas destes, tém se destacado na prevencao e tratamento do cancer. A
importancia de compostos naturais no tratamento do cancer pode ser observada pela
porcentagem relativa dessa classe de drogas em relagdo aos demais tipos existentes.
Dados da literatura revelam que de todas as drogas antitumorais disponiveis entre 1940
e 2002, aproximadamente 40% eram originadas de produtos naturais, enquanto que
outros 8% eram moléculas derivadas de compostos naturais (NEWMAN et alii, 2003;
BUTLER, 2004).

O pacitaxel (Taxol®), um diterpendide polioxigenado, foi isolado da casca de taxus
brevifolia (taxaceae) durante um extensivo programa de screening por agentes
antineoplasicos em materiais vegetais (WANI et alii, 1971). A pesquisa mostrou
resultados promissores em canceres de pulmao, ovario, mama e carcinomas de células
escamosas de cabeca e pescoco, e foi aprovado pela FDA (Food and Drugs

Administration) para tratamento de metastase de carcinoma de ovario.

Woerdenbag e colaboradores (1996) isolaram dois diterpenos ent-cauranos da erva
chinesa Pteris multifida, conhecida pelas suas propriedades citotoxicas. Este estudo
relatou a moderada atividade citotdéxica das duas substancias usando o ensaio com

MTT contra o tumor ascitico de Ehrlich.

Fatope e colaboradores, em 1996, mostraram que diterpenos com esqueleto
ent-caurano extraidos da espécie Annona senegalensis apresentam atividade citotoxica

frente a células tumorais como MCF-7 (cancer de mama) e PC-3 (cancer de prostata).
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O género Tripterygium tem sido utilizado na tradicional medicina chinesa para
tratamento de cancer e como inseticida por milhares de anos. Foram encontrados na
espécie Tripterygium doianum (Celastraceae) cinco diterpenos do tipo caurano com
atividade moderada na inibigdo da replicagdo das linhagens de cancer de mama A549b
e MCF-7 (TANAKA et alii, 2004).

O diterpeno ent-164-17 a~diidroxicaurano extraido da espécie Croton malambo utilizado
na medicina popular da Venezuela, também demonstrou possuir efeito inibitério no
crescimento de células MCF-7 (MORALES et alii, 2005). Ge e colaboradores (2008)
isolaram dois diterpenos do tipo caurano na espécie Pteris multifida que apresentaram

citotoxicidade frente a linhagem tumoral HepG2 com ICsq avaliada em menos de 10 uM.

Baseados na evidéncia de diversos trabalhos que comprovam a potencial atividade
biolégica de extratos e substancias puras obtidas a partir de Hymenaea sp. contra
fungos, bactérias e células tumorais e na necessidade cada vez maior de estudos
relacionados com o desenvolvimento de novos produtos para serem utilizados como
farmacos, as substancias isoladas e derivatizadas do epicarpo de Hymenaea

stigonocarpa foram submetidas a ensaios bioldgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

Esta parte do trabalho teve como um dos objetivos a avaliagdo da potencial atividade
antimicrobiana de substancias isoladas e derivatizadas do epicarpo de Hymenaea
stigonocarpa sobre os fungos Candida albicans, Cryptococcus neoformans e contra as

bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Objetivou-se também a avaliagdo in vitro da atividade citotoxica de substancias
extraidas do epicarpo de Hymenaea stigonocarpa frente a linhagens tumorais humanas
(U937, Colo 205 e H460) e murina (Raw 264.7) bem como a avaliagdo da inibigdo da
producdo de monoxido de nitrogénio em células Raw 264.7 estimuladas com

lipopolissacarideo bacteriano.
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2.2. Especificos

Avaliar o efeito in vitro das substancias sobre os fungos Candida albicans (ATCC 11006
e ATCC10231) e Cryptococcus neoformans (ATCC 56990);

Avaliar o efeito in vitro das substancias sobre as bactérias Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 33922);

Avaliar os efeitos das substancias na viabilidade celular;

Avaliar a indugdo de apoptose mediada pelas substancias nas células de origem

tumoral;

Avaliar a liberagado da enzima desidrogenase lactica pelas células apds incubagao com

as substancias;

Avaliar a inibigdo da produgdo de monodxido de nitrogénio pelos compostos em células

Raw 264.7 estimuladas com Lipopolissacarideo bacteriano (LPS).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliagdao da atividade antimicrobiana das substiancias isoladas e

derivatizadas do epicarpo de Hymenaea stigonocarpa

O crescente numero de microrganismos resistentes aos antimicrobianos, assim como
os efeitos indesejaveis de alguns medicamentos, faz com que a busca por novos
agentes antimicrobianos se torne uma importante estratégia no estabelecimento de
terapias alternativas para o tratamento de infecgdes bacterianas e fungicas (MACHADO
et alii, 2003; PEREIRA et alii, 2006).

Alguns trabalhos com o género Hymenaea ja comprovam o0 seu potencial biolégico
antimicrobiano. Fernandes e colaboradores (2005) avaliaram in vitro a atividade
antimicrobiana do extrato de Hymenaea courbaril. Os extratos apresentaram atividade
na concentragéo de 2,5 mg.mL'1 inibindo 54% do crescimento de Staphylococcus sp.
Em outro trabalho, foi comprovada a atividade contra Staphylococcus aureus do extrato
cloroférmico das folhas de Hymenaea stigonocarpa (NOVAIS et alii, 2003). Arrhenius e
Langenheim (1983) verificaram o efeito inibitério da resina da folha de Hymenaea

courbaril contra o fungo Pestalotia subcuticularis.

Para as espécies de Hymenaea alguns trabalhos fitoquimicos revelam que os principais
constituintes das resinas e dos extratos do tronco e da casca do fruto s&o
predominantemente substancias diterpénicas acompanhados em menor quantidade por
alguns sesquiterpenos (MARTIN & LANGENHEIM, 1972, LEE & LANGENHEIM, 1975;
LANGENHEIM et alii, 1977, LANGENHEIM & STUBBLEBINE, 1983)
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Segundo Lee e Langenheim (1975), a resina de Hymenaea é rica em terpenos,
metabdlitos secundarios que apresentam caracteristicas lipofilicas e, provavelmente,
por este motivo, os terpenos consigam, uma vez em contato com a membrana, causar
sua expansdo, aumento da fluidez ou desordem da sua estrutura, além de inibir as
enzimas ali presentes. De acordo com Sikkema e colaboradores (1995), estes efeitos
podem ser os responsaveis pela ja comprovada atividade antimicrobiana de alguns

terpenos.

Em vista disso, as substancias naturais 15, 29, 30, 31, 32, 33, 37, 38, 39 e 6a isoladas
do epicarpo de Hymenaea stigonocarpa e as derivatizadas 40, 41, 42 e 43 (Figura 1)
foram avaliadas contra microrganismos de importancia humana e veterinaria: fungos
Candida albicans (ATCC 11006 e ATCC10231) e Cryptococcus neoformans
(ATCC 56990), bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli
(ATCC 33922).
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40 41 42 43

Figura 1 - Substancias isoladas e derivatizadas do epicarpo de Hymenaea
stigonocarpa utilizadas nos ensaios antimicrobianos.
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As substancias foram testadas em diferentes concentracées de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - Concentragbes das substancias utilizadas nos ensaios antimicrobianos.

Substéncia Concentragao Substéancia Concentragao

(mM) (mM)

15 122 38 79

29 114 39 79

30 114 6a 79

31 87 40 87

32 86 41 87

33 87 42 56

37 79 43 56
Gentamicina 21 Itraconazol 0,07

Os ensaios de inibicdo do crescimento em meio liquido com 0s microrganismos
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli

foram realizados de acordo com a Figura 2.
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Inéculo em
Solugao Salina
(0,5 McFarland)

1800 L caldo BHI ou Sabouraud

+

100 ¢ L substancia

+

100 xL inbculo

Incubagao a 37 °C
Leituraacada8 ou12h

Curva de Inibigao

Figura 2 — Metodologia utilizada para os ensaios bioldgicos de incubagdo em meio
liquido.
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3.1.1. Ensaios de inibicdo do crescimento em meio liquido com Candida albicans
As suscetibilidades de Candida Albicans ATCC 11006 e ATCC 10231 as substancias

isoladas e derivatizadas de Hymenaea stigonocarpa utilizadas nestes bioensaios, estao

listadas nas Figuras 3 - 10.

3.1.1.1. Candida albicans ATCC 11006
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Figura 3 — Efeito das substancias 15 (122 mM), 29 (114 mM), 30 (114 mM) e
Itraconazol (0,07 mM) sobre o crescimento de Candida albicans ATCC
11006.

Na Figura 3 observa-se que as trés substancias testadas 15, 29 e 30 apresentaram
efeito inibitério sobre o crescimento de C. albicans ATCC 11006 durante todo o
experimento (48h) muito semelhante ao antifungico itraconazol utilizado como controle

positivo nos ensaios com os fungos.
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Figura 4 — Efeito das substancias 31 (87 mM), 32 (86 mM), 33 (87 mM), 37 (79 mM), 38
(79 mM) e Itraconazol (0,07 mM) sobre o crescimento de Candida albicans
ATCC 11006.

A Figura 4 mostra que de uma forma geral ocorreu uma diminuigdo da densidade
Optica causada por todas as substancias testadas sobre o crescimento de Candida
albicans ATCC 11006. No entanto, as substancias 31, 38 e, principalmente, a 37 foram

as mais ativas.
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Figura 5 — Efeito das substancias 6a (79 mM), 39 (79 mM) e lItraconazol (0,07 mM)
sobre o crescimento de Candida albicans ATCC 11006.
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Figura 6 — Efeito das substancias 40 (87 mM), 41 (87 mM), 42 (56 mM), 43 (56 mM) e
Itraconazol (0,07 mM) sobre o crescimento de Candida albicans ATCC

11006.
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A espécie Candida albicans (ATCC11006) teve seu crescimento fortemente inibido
pelos ésteres isoozato 39, ozato de metila 6a e pelo tosilato 42, como pode ser
constatado pelos graficos representados nas Figuras 5 e 6. Os alcoois 40 e 41

apresentaram efeito inibitério enquanto o tosilato 43 apresentou efeito moderado.

3.1.1.2. Candida albicans ATCC 10231

Os resultados dos ensaios com C. albicans ATCC 10231 mostram esta levedura mais
resistente ao efeito das substancias avaliadas como pode ser verificado nas Figuras 7,

8, 9 e 10. Os sesquiterpenos 15 e 30 apresentaram expressiva atividade de inibigao.
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Figura 7 — Efeito das substancias 15 (122 mM), 29 (114 mM), 30 (114 mM) e
Itraconazol (0,07 mM) sobre o crescimento de Candida albicans ATCC
10231.
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Figura 8 — Efeito das substancias 31 (87 mM), 32 (86 mM), 33 (87 mM), 37 (79 mM), 38
(79 mM) e Itraconazol (0,07 mM) sobre o crescimento de Candida albicans
ATCC 10231.

Observa-se também uma moderada diminui¢gdo da densidade optica para os diterpenos
6a, 40 e 41 e uma leve inibicdo causada pela substancia 43. Observa-se também um
inicio de inibicao do crescimento de C. albicans para as substancias 33, 31, 37 e 38

apos longo contato com os fungos.
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Figura 9 — Efeito das substancias 6a (79 mM), 39 (79 mM) e lItraconazol (0,07 mM)
sobre o crescimento de Candida albicans ATCC 10231.
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Figura 10 — Efeito das substancias 40 (87 mM), 41 (87 mM), 43 (56 mM) e Itraconazol
(0,07 mM) sobre o crescimento de Candida albicans ATCC 10231.
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As ATCCs de Candida albicans utilizadas apresentaram-se sensiveis as 14 substancias
testadas. Em nosso estudo, a maior frequéncia de inibicdo para a C. albicans ATCC
11006 foi observada para as substancias 6a, 15, 29, 30, 31, 37, 38, 39, 40, 41 e 43.
Para a C. albicans ATCC 10231 as substancias que apresentaram maior inibigdo foram
6a, 15, 30, 39, 40 e 41.

A anadlise dos resultados da acdo das substancias frente as diferentes ATCCs de
Candida sp. (ATCC 11006 e ATCC 10231), revelou diferengas entre os dois ensaios,

sendo que os melhores resultados foram observados para C. albicans ATCC 11006.

Estes resultados se mostram muito relevantes, uma vez que, segundo Sant’Ana e
colaboradores (2002), C. albicans apresenta baixa susceptibilidade aos antifungicos
convencionais. E de acordo com o trabalho de Fernandes e colaboradores (2005), o
extrato de Hymenaea courbaril ndo foi ativo contra C. albicans. No entanto, neste
trabalho, como foram usadas substancias puras, uma hipdtese aceitavel para a
diferenca desses resultados, seria a de que os principios ativos estariam diluidos ou

sofreriam efeito antagonista entre as substancias presentes na mistura do extrato.

3.1.2. Ensaios de inibicao do crescimento em meio liquido com Cryptococcus

neoformans

Neste experimento foram testadas as substancias isoladas de H. stigonocarpa na
avaliagao da atividade citotdxica contra C. neorformans ATCC 56990. Foram obtidas as

seguintes curvas de crescimento representadas nas figuras a seguir (Figuras 11 — 15).
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Figura 11 — Efeito das substancias 15 (122 mM), 29 (114 mM), 30 (114 mM) e
Itraconazol (0,07 mM) sobre o crescimento de Cryptococcus neoformans

ATCC 56990.
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Figura 12 — Efeito das substancias 31 (87 mM), 33 (87 mM) e Itraconazol (0,07 mM)
sobre o crescimento de Cryptococcus neoformans ATCC 56990.
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Figura 13 — Efeito das substancias 32 (86 mM), 37 (79 mM), 38 (79 mM) e Itraconazol
(0,07 mM) sobre o crescimento de Cryptococcus neoformans ATCC

56990.
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Figura 14 — Efeito das substancias 40 (87 mM), 41 (87 mM) e Itraconazol (0,07 mM)
sobre o crescimento de Cryptococcus neoformans ATCC 56990.
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Figura 15 — Efeito das substancias 6a (79 mM), 39 (79 mM), 42 (56 mM), 43 (56 mM) e
Itraconazol (0,07 mM) sobre o crescimento de Cryptococcus neoformans
ATCC 56990.

Observou-se que o alcool caurénico 31 e 37 causou pequena inibicdo no crescimento
de C. neoformans. As substancias 6a, 39, 42 e 43 se mostraram muito ativos e apenas
o sesquiterpeno oxido de cariofileno 29 apresentou a maior porcentagem de inibigao.
Este resultado ja era esperado visto que diversos trabalhos da literatura ja comprovam
a atividade antimicrobiana deste sesquiterpeno (HUBBEL et alii, 2003; POTZERNHEIM
et alii, 2006).

Apos uma semana de incubacdo em meio solido a 37 °C, as aliquotas coletadas dos
tratamentos apds os testes, foram avaliadas quanto ao grau de inibicdo das células
leveduriformes de C. neorformans. Quanto a atividade fungicida e/ou fungistatica das

substancias, os resultados estdo expostos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Avaliagao das células de C. neoformans pés-tratadas com as substancias
testadas.

Crescimento

Presenca de

Substancias Observacgoes
em Placa Alteracao
Controle (-) + Nao
Itraconazol - -
DCM + Nao

6a +/- Sim Diminuicao da producéo de capsula
15 + Nao
29 +/- Sim Células menores
30 + Sim Diminuicao da producéo de capsula
31 +/- Sim Poucas células para visualizacao
32 +/- Sim Morfologia alterada
33 - -
37 + Sim Diminuicao da producéo de capsula
38 + Nao
39 +/- Sim Diminuicao da producéo de capsula
40 + Sim Morfologia alterada
41 + Sim Morfologia alterada
42 +/- Sim Morfologia alterada
43 +/- Sim Morfologia alterada

Das substéancias testadas, foi constatada atividade fungistatica de seis substancias: 6a,
29, 31, 32, 37, 39 e 42 e atividade fungicida de duas substancias: 31 e 33. Naqueles

fungistaticos, observaram-se alterag¢des intracelulares, além de diminuicdo da capsula

fungica, por microscopia 6ptica, que deverao ser confirmadas em trabalhos futuros com

microscopia eletronica.
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3.1.3. Ensaios de inibicdo do crescimento em meio liquido com Staphylococcus

aureus

As substancias também foram submetidas a ensaios com bactérias, cujo crescimento &
bem mais rapido quando comparado com o crescimento das leveduras. Por este

motivo, as leituras foram realizadas de hora em hora.
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Figura 16 — Efeito das substancias 15 (122 mM), 29 (114 mM), 30 (114 mM) e
Gentamicina (21 mM) sobre o crescimento de Staphylococcus aureus
ATCC 25923.
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Figura 17 — Efeito das substancias 31 (87 mM), 32 (86 mM), 33 (87 mM), 37 (79 mM),
38 (79 mM) e Gentamicina (21 mM) sobre o crescimento de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Figura 18 — Efeito das substancias 6a (79 mM), 39 (79 mM) e Gentamicina (21 mM)
sobre o crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Figura 19 — Efeito das substancias 40 (87 mM), 41 (87 mM), 42 (56 mM), 43 (56 mM) e
Gentamicina (21 mM) sobre o crescimento de Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Como mostrado nas Figuras 16, 17, 18 e 19 quase todas as substancias testadas
apresentaram controle do desenvolvimento do Staphylococcus aureus, quando
comparadas com o controle, em todas as avaliagbes realizadas. Os maiores niveis de
controle do S. aureus foram obtidos com as substancias 6a, 15, 29, 30, 32, 39, 40, 41 e
43 com destaque para as substancias 15 e 29 que apresentaram atividades similares

ao bactericida comercial Gentamicina.
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3.1.4. Ensaios de inibicdao do crescimento em meio liquido com Escherichia coli

Quando submetidas aos ensaios com E. coli, as substancias isoladas de Hymenaea sp.
apresentaram os resultados que podem ser visualizados nas Figuras 20, 21, 22 e 23.
Nestas figuras, verifica-se que os sesquiterpenos a-copaeno 15, 6xido de cariofileno 29
e espatulenol 30 apresentaram atividade inibitéria semelhante ao antibidtico
Gentamicina nas concentracbes testadas. Também pode ser observada a inibicdo
bastante expressiva causada pelos alcoodis diterpénicos 40 e 41. O caureno 31 e o
tosilato 42 também se mostraram ativos, enquanto as substancias 6a, 32, 33, 39 e 43

apresentaram apenas pequena toxicidade.
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Figura 20 — Efeito das substancias 15 (122 mM), 29 (114 mM), 30 (114 mM) e
Gentamicina (21 mM) sobre o crescimento de Escherichia coli ATCC

33922.
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Figura 21 — Efeito das substancias 31 (87 mM), 32 (86 mM), 33 (87 mM), 37 (79 mM),
38 (79 mM) e Gentamicina (21 mM) sobre o crescimento de Escherichia
coli ATCC 33922.
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Figura 22 — Efeito das substancias 6a (79 mM), 39 (79 mM) e Gentamicina (21 mM)
sobre o crescimento de Escherichia coli ATCC 33922.
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Figura 23 — Efeito das substancias 40 (87 mM), 41 (87 mM), 42 (56 mM), 43 (56 mM) e
Gentamicina (21 mM) sobre o crescimento de Escherichia coli ATCC
33922.

Resultados semelhantes aos de C. albicans sao observados com E. coli. No trabalho de
Novais e colaboradores (2003) o extrato de H. stigonocarpa se mostrou inativo contra a
bactéria E. coli. Este resultado difere dos resultados obtidos com as substancias puras
isoladas de H. stigonocarpa deste trabalho que apresentaram efeito de inibicdo contra a
bactéria. Novamente a explicacdo poderia ser a diluicdo dos principios ativos no extrato

da planta.

Como pode ser observado, todas as substdncias testadas apresentaram atividade
antimicrobiana em maior ou menor quantidade contra fungos ou bactérias. Sem
duvidas, as substancias 15, 29, 30, 40 e 41 sdo os mais promissores, seguidos de 6a,
31, 39, 42 e 43. Em posteriores trabalhos, deverdo ser investigadas as atividades de
inibicdo destas substancias em concentragdes decrescentes para a determinacado da
concentragdo inibitéria minima (CIM) e também avaliar possiveis alteragbes

ultraestruturais que estas substancias possivelmente causam.
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3.2. Atividade frente a células tumorais humanas

Além da atividade antitumoral de terpenos comprovada em pesquisas, ja existem
trabalhos que apresentam resultados de terpenos com atividade anti-inflamatéria. Um
exemplo seria a pesquisa desenvolvida por Jayaprakasam e colaboradores (2007) em
que foi verificado que diterpenos isolados de Hymenaea courbaril inibiram a

cicloxigenase COX-2, uma enzima envolvida na sintese de prostaglandinas.

As substancias isoladas do epicarpo de Hymenaea stigonocarpa com esqueleto
cauranico (Figura 24) foram submetidas as avaliagbes do efeito na viabilidade celular,
da indugao de apoptose em células tumorais, do indice da desidrogenase lactica (LDH)
liberada pelas células e a avaliacdo colorimétrica da concentragdo de mondxido de

nitrogénio liberado pelas células Raw 264.7 estimuladas com LPS.

< COOMe
38

Figura 24 - Substancias isoladas do epicarpo de Hymenaea stigonocarpa submetidas
aos ensaios biolégicos com células tumorais.
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3.2.1. Avaliagao do efeito das substancias 31, 37 e 38 na viabilidade celular

O experimento para avaliacdo do efeito citotéxico das substancias foi realizado através

do microensaio colorimétrico com 3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide (MTT).
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Figura 25 — Efeito citotoxico das substancias 31, 37 e 38 em diferentes concentragdes
frente as células U937 apds 24 horas de incubagcdo. A avaliagao foi
realizada utilizando o microensaio colorimétrico com MTT.

As substancias testadas apresentaram atividades distintas na redug¢do da viabilidade

das linhagens tumorais. Dentre estas substancias, o alcool 31 foi o mais eficaz no

tempo de 24 horas, como pode ser observado observando-se a Figura 25. A

substancia 31 foi capaz de inibir expressivamente o crescimento da linhagem U937 nas

concentragdes de 50 yM, 100 uM e 200 uM e para a linhagem H460 nas concentracdes
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de 100 uM e 200 uM (Figura 27). Pode ser visto também que essas linhagens

mostraram resisténcia frente aos caurenos 37 e 38 (Figuras 25 e 26).
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Figura 26 — Efeito citotoxico das substancias 31, 37 e 38 em diferentes concentragdes
frente as células H460 apdés 24 horas de incubacido. A avaliacdo foi
realizada utilizando o microensaio colorimétrico com MTT.

Os resultados obtidos com as células Raw 264.7 quando submetidas ao efeito das

substancias 31, 37 e 38 sao apresentados na Figura 27.
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Figura 27 — Efeito citotoxico das substancias 31, 37 e 38 em diferentes concentragbdes
frente as células Raw 264.7 apds 24 horas de incubacdo. A avaliacao foi
realizada utilizando o microensaio colorimétrico com MTT.

A linhagem Raw 264.7 foi a menos resistente as substancias 37 e 38 com redugéao da
viabilidade na concentracdo de 200 uM. Nesta concentragdo, a substancia 37 causou
uma pequena redugado, mas para a substancia 38 a inibicao da viabilidade foi bastante
expressiva. A substancia 31 apresentou atividade similar (Figura 31) aquela verificada
com as células H460 (Figura 26): inibicao muito eficaz nas concentragdes de 100 uM e
200 uM.
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Figura 28 — Efeito citotoxico das substancias 31, 37 e 38 em diferentes concentragdes
frente as células Colo-205 apds 24 horas de incubacdo. A avaliacédo foi
realizada utilizando o microensaio colorimétrico com MTT.

Novamente observa-se a inibicdo da viabilidade celular causada pelo diterpeno 31,
agora sobre as células Colo-205 (Figura 28). As substancias 37 e 38 nao apresentaram

atividade citotoxica frente a linhagem Colo-205.

A linhagem U937 mostrou-se a menos resistente a substancia 31 quando comparada
as demais. Uma provavel explicacdo para essa diferenca é que essas células sao de
origem linfoide, diferente de tumores sélidos como pulmé&o, H460 e de cdélon de utero,
Colo-205. O que justificaria mais estudos dessa substancia, frente a células de origem

leucémica.
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3.2.2. Avaliagao do efeito das substancias 31, 37 e 38 na viabilidade celular por
LDH

A LDH é uma enzima citosoélica que € normalmente encontrada no interior das células
saudaveis e nunca em seu exterior. Entretanto, quando ha inducao de danos celulares
por agentes quimicos, pode ocorrer aumento da permeabilidade da membrana celular,
tornando-a menos seletiva, permitindo que grandes moléculas intracelulares, como a
LDH e outros constituintes celulares, tornem-se aptos a sair do interior da célula
(EDINGER et alii, 2004).

A elevacao dos niveis de LDH ocorre em neoplasias (proliferagdes celulares anormais),
hipdxia (estado de baixo teor de oxigénio nos tecidos), cardiopatias (anormalidades na
estrutura e na fungdo cardiocirculatéria), anemia hemolitica (quebra anormal das
hemacias), anemia megaloblastica (anemia na qual a medula 6ssea produz gldbulos
brancos e vermelhos gigantes e imaturos), inflamacgdes, entre outras (CLEMEDSON et
alii, 1996).

A medida de liberacdo de enzimas citoplasmaticas pelas células em cultura expostas a
agentes toxicos representa um meétodo sensivel para se acessar a citotoxicidade e
danos na membrana plasmatica (CLEMEDSON et alii, 1996).

Com a intencdo de avaliar a citotoxicidade das substancias e confirmar os resultados
dos testes de viabilidade por MTT, foi feito um ensaio para mensurar a enzima LDH
presente no sobrenadante de células tratadas com as trés substancias no tempo de 24
horas. A enzima LDH liberada pelas células tumorais (U937, H460, Colo-205, Raw
264.7) foi avaliada em espectrofotometro apos 24 horas de tratamento com as
substancias em diferentes concentrag¢des (25 uM, 50 uM, 100 uM e 200 uM). As células
foram plaqueadas com as substancias, com os controles negativos (0,0 M), e com

Triton (Sigma) na concentragdo de 10 mM como controle positivo.
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Figura 29 - Avaliacao da liberagcao de desidrogenase lactica (LDH) em células U937,
Colo-205 e H460. As células foram tratadas com diferentes concentragées
da substancia 31 e com o controle positivo (Triton) na concentragao de
10 4M durante 24 horas. A quantidade de LDH liberada foi avaliada
através da utilizacéo do kit DOLES.
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Figura 30 - Avaliacao da liberagao de desidrogenase lactica (LDH) em células U937,
Colo-205 e H460. As células foram tratadas com diferentes concentragdes
da substancia 37 e com o controle positivo (Triton) na concentragao de
10 M durante 24 horas. A quantidade de LDH liberada foi avaliada atraves
da utilizacao do kit DOLES.
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Figura 31 - Avaliacao da liberagao de desidrogenase lactica (LDH) em células U937,
Colo-205 e H460. As células foram tratadas com diferentes concentragdes
da substancia 38 e com o controle positivo (Triton) na concentragao de
10 M durante 24 horas. A quantidade de LDH liberada foi avaliada através
da utilizagao do kit DOLES.

Na Figura 29 pode-se observar que a substancia 31 foi capaz de induzir a liberagao de
LDH em todas as células testadas: U937, Colo-205 e H460. Nas concentragbes de
100 uM e 200 uM, o diterpeno 31 foi capaz de induzir a liberagcdo de LDH mais que o
préprio controle positivo para as células Colo-205. O mesmo acontece com as células

H460 na concentracédo de 200 uyM.

Os caurenos 37 e 38 foram menos ativos que o 31, corroborando com os dados
observados no ensaio de viabilidade celular (Figuras 30 e 31). No entanto, o caureno
37 causou liberacdo de LDH em quantidades bem préximas ao Triton para as células
Colo-205 e H460.
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3.2.3. Avaliagao da indugcao de apoptose em células tumorais mediada pelas
substancias 31, 37 e 38

A morte celular programada ou apoptose € a principal forma de morte celular e é central
para diversos processos biologicos. A apoptose pode ser ativada em resposta a
estimulos especificos ou a varias formas de injuria ou estresse celular (HANNUN,
1996). A maioria das drogas com diferentes estruturas e especificidades induz
mudancas morfolégicas caracteristicas associadas com apoptose, e acredita-se que
vias apoptéticas contribuem para acdo citotoxica da maioria das drogas
quimioterapéuticas (LOWE & LIN, 2000). Diferente da apoptose, a morte celular por
necrose se processa como uma resposta a estimulos agressivos externos, como a
exposicdo a toxicos. A necrose induz a liberagdo de citocinas provocando resposta
inflamatadria no local, fato que difere da morte por apoptose (ZIEGLER & GROSCURTH,
2004).

A taxa de apoptose e necrose induzida pelas trés substancias foi analisada utilizando a
microscopia de fluorescéncia, pelo método de coloracédo de células com os corantes de
DNA, laranja de acridina e brometo de etidio. Laranja de acridina, um corante vital,
entra nas células através da membrana intacta e interage com o DNA pelo
intercalamento de bases ou interagbes eletrostaticas. Quando ligada ao DNA se torna
espectralmente similar a fluoresceina, com um maximo de excitacdo em 502 nm e
maximo de emissao em 525 nm, resultando em uma coloragédo verde. O brometo de
etidio, ao contrario, € capaz de penetrar apenas em células com membrana rompida e
deixa o nucleo com uma coloragédo alaranjada (KOSMIDER et alii, 2004). Os
parametros para discriminagcdo das células estdo descritos no item 4.2.5. de acordo

com Coligan e colaboradores (1994).

Apés a incubagao com as diferentes substancias, as células foram coradas, levadas ao
microscopio de fluorescéncia e discriminadas em normais, apoptéticas e necréticas.
Foram adotados padrbes convencionais com relagdo a morfologia e coloragédo das

células como pode ser visualizado pela Figura 32 (COLIGAN et alii, 1994). Foi contado
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o numero de 300 células por amostra para os trés tempos determinados (12, 24 e 36

horas).

Figura 32 - Microscopia de Fluorescéncia de células U937 evidenciando as
caracteristicas para classificagdo das células como mencionadas acima
em: 1 — Normais, 2 — Necrose, 3 — Apoptose Primaria e 4 — Apoptose-
necrose (necrose secundaria). As fotos foram feitas apds 12 horas de
incubacao das células com a substancia 31 na concentracao de 50 uM.

e (Células vivas: possuem morfologia do nucleo intacta, DNA corado por laranja de
acridina (cor verde).

e Células apoptdticas: condensacao da cromatina e fragmentagédo do nucleo, DNA
corado por laranja de acridina (cor verde), que reflete a membrana plasmatica

intacta e ndo permeavel ao brometo de etidio.

e Células necroticas-primarias: morfologia do nucleo necrético, corado por

brometo de etidio (cor vermelha).
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e (Células necroticas-secundarias: condensacao da cromatina e fragmentagdo do
nucleo, DNA corado por brometo de etidio (cor vermelha) e laranja de acridina,
que demonstra a permeabilizacdo necrética da membrana plasmatica que

permite a entrada do brometo de etidio.

e A porcentagem de cada populagdo celular — células normais, apoptoticas e
necréticas — em relacao ao total foi calculada. Foi considerado para o calculo da
porcentagem de apoptose as células apoptoticas e as necréticas secundarias,

também chamadas de apoptose-necrose.

Devido a inducédo de apoptose ser o resultado de diferentes mecanismos de acéo de
varias drogas antineoplasicas, como exemplo o taxol (BLAGOSKLONNY et alii, 1995) e
a cisplatina (GONZALEZ et alii, 2001), a analise de indugao de apoptose é usada como

um método de triagem de substancias com agao antitumoral.

As figuras a seguir representam a porcentagem de apoptose induzida pelas substancias
31, 37 e 38 em trés linhagens de células tumorais humanas (U937, H460, Colo-205)
apos 12, 24 e 36 horas.
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Figura 33 — Porcentagem de apoptose induzida pela substancia 37 em diferentes
concentragées na linhagem de células tumorais humanas Colo-205
determinada por microscopia de fluorescéncia em 12, 24 e 36 horas.
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Figura 34 — Porcentagem de apoptose induzida pela substancia 37 em diferentes
concentracbes na linhagem de células tumorais humanas U937
determinada por microscopia de fluorescéncia em 12, 24 e 36 horas.
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Figura 35 — Porcentagem de apoptose induzida pela substancia 37 em diferentes
concentracbes na linhagem de células tumorais humanas H460
determinada por microscopia de fluorescéncia em 12, 24 e 36 horas.

As Figuras 33, 34 e 35 representam a porcentagem de apoptose induzida pelo caureno
37 em células tumorais U937, Colo-205 e H460. Observa-se uma discrepancia em
relagdo ao controle negativo que sera revista nos préximos experimentos. Mas, de
forma geral, verifica-se através dos graficos que a substancia 37 nao foi capaz de
induzir apoptose em nenhuma das linhagens de células tumorais quando comparada

com o grupo controle.
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Figura 36 — Porcentagem de apoptose induzida pela substancia 38 em diferentes
concentragées na linhagem de células tumorais humanas Colo-205
determinada por microscopia de fluorescéncia em 12, 24 e 36 horas.
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Figura 37 — Porcentagem de apoptose induzida pela substéncia 38 em diferentes
concentracbes na linhagem de células tumorais humanas U937
determinada por microscopia de fluorescéncia em 12, 24 e 36 horas.
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Figura 38 — Porcentagem de apoptose induzida pela substéncia 38 em diferentes
concentracbes na linhagem de células tumorais humanas H460
determinada por microscopia de fluorescéncia em 12, 24 e 36 horas.

Resultados semelhantes aos da substancia 37 sao observados para o caureno 38.
Observa-se pelas Figuras 36, 37 e 38 que praticamente ndo ocorreu indugdo de
apoptose em nenhuma das linhagens de células tumorais quando comparado com o

grupo controle.
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Figura 39 — Porcentagem de apoptose induzida pela substancia 31 em diferentes
concentragées na linhagem de células tumorais humanas Colo-205
determinada por microscopia de fluorescéncia em 12, 24 e 36 horas.
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Figura 40 — Porcentagem de apoptose induzida pela substancia 31 em diferentes
concentragées na linhagem de células tumorais humanas U937
determinada por microscopia de fluorescéncia em 12, 24 e 36 horas.
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Figura 41 — Porcentagem de apoptose induzida pela substancia 31 em diferentes
concentracbes na linhagem de células tumorais humanas H460
determinada por microscopia de fluorescéncia em 12, 24 e 36 horas.

Com resultados bastante diferenciados das substancias 37 e 38, o alcool 31 apresentou
atividade de inducdo de apoptose muito eficiente, como pode ser observado nas
Figuras 39, 40 e 41. Ele foi capaz de induzir altas taxas de apoptose na linhagem
leucémica colo-205. A substancia 31 induziu 70% de apoptose na concentragédo de 50
UM apos 36 horas (Figura 39). Contudo, em maiores concentragdes, a substancia
apresentou elevada atividade citotoxica, induzindo 50% de necrose na concentragéo de
100 uM no tempo de 24 horas. Ja na concentracdo de 200 yM a substancia induziu

100% de necrose em todos os intervalos de tempo avaliados (24, 36 e 48 horas).

Para a linhagem U937, apds 12 horas de incubacéo a substancia foi capaz de induzir
75% de morte celular programada na concentracado de 50 uM, chegando a 100% apés
36 horas de tratamento. E nas concentragbes de 100 uM e 200 uM, a indugao de

apoptose foi de 100% em todas as avaliagbes como pode ser verificado na Figura 40.

Na Figura 41 também pode ser observado que a substancia 31 induziu quase 100% de

necrose nas concentragcées de 100 yM e 200 yM para a linhagem pulmonar H460. O
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percentual de apoptose para esta linhagem foi expressivo na concentragao de 50 uM

em todos os tempos testados e na concentragdo de 100 uM em 12 horas.

Como para as células tumorais H460 e Colo-205, os resultados de indug¢ao de apoptose
obtidos do tratamento com o alcool 31 apresentaram uma alta porcentagem de necrose,
optou-se por avaliar estes tratamentos em fungdo da porcentagem de necrose. Os
dados que relacionam as diferentes concentragdes da substancia (0,0 uM, 25 uM,
50 uM, 100 uM e 200 pM) e porcentagem de necrose por elas induzida estdo

relacionadas nos graficos a seguir (Figuras 42 e 43).
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Figura 42 - Porcentagem de necrose induzida pela substancia 31 em diferentes
concentracbes na linhagem de células tumorais humanas H460
determinada por microscopia eletrébnica em 12, 24 e 36 horas.
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Figura 43 — Porcentagem de necrose induzida pela substancia 31 em diferentes
concentragcées na linhagem de células tumorais humanas Colo-205
determinada por microscopia eletrébnica em 12, 24 e 36 horas.

Os resultados observados nas Figuras 42 e 43 estdo de acordo com aqueles obtidos
na inducéo de apoptose (Figuras 39 e 41). Nas concentragdes de 100 uM e 200 uM, a

substancia 31 se mostrou téxica para as células H460 e Colo-205.

De uma forma geral, vale ressaltar que esta substancia por induzir altas taxas de
necrose nas células H460 e colo-205, ndo possui um efeito desejavel, uma vez que na
morte celular por necrose ocorre o extravasamento do conteudo celular gerando uma
resposta inflamatéria (ZIEGLER & GROSCURTH, 2004). Para definir o mecanismo pelo
qual a substancia 31 induz apoptose na linhagem U937 sao necessarios mais estudos,

inclusive para verificar o tipo de via apoptética induzida por ele.

3.2.4. Calculo de dose efetiva 50% das substéancias (ICso)

Para efeito de uma melhor comparagao da atividade das substancias frente as

diferentes células testadas foi realizado o calculo de dose efetiva 50% (concentragéo da

substancia capaz de induzir morte em 50% das células tratadas). A 1Csq foi determinada
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utilizando o programa GraphPad Prism versdo 4.0 através da curva de regresséo nao

linear, a partir dos dados apresentados nas Figuras 41 - 51.

Analisando os dados da Tabela 3 observa-se, em geral, que a substancia 31 possui o
menor valor de ICso para a célula U937, onde 33,7 uM é capaz de induzir morte em 50%
das células apo6s 36 horas. Pela tabela percebe-se também que as substancias 37 e 38

nao sao ativas frente a todas as linhagens tumorais testadas.

Tabela 3 — IC5y das substancias frente as células testadas.

Substéancia 31 (uM)

Linhagem Celular 12 horas 24 horas 36 horas
uo37 39,1 42,3 33,7
H460 78,27 75,0 75,0
Colo-205 112,5 94,0 75,0

Substancia 37 (uM)

Linhagem Celular 12 horas 24 horas 36 horas
U937 > 200 > 200 > 200
H460 > 200 > 200 > 200
Colo-205 > 200 > 200 > 200

Substéancia 38 (uM)

Linhagem Celular 12 horas 24 horas 36 horas
U937 > 200 > 200 > 200
H460 > 200 > 200 > 200

Colo-205 > 200 > 200 > 200
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3.3. Atividade anti-inflamatoria

3.3.1. Avaliagao colorimétrica da concentracao de monéxido de nitrogénio

liberado pelas células Raw 264.7 estimuladas com LPS

O monoxido de nitrogénio (NO) é uma espécie radicalar que exerce importantes
fungdes no sistema imunoldgico, como controle de doengas infecciosas, auto-imunes,
tumores e doencas degenerativas crénicas (BOGDAN, 2001). A quantidade de NO
produzido pela NO sintase induzida (iNOS) em resposta a estimulacao de citocinas pré
inflamatorias, radicais livres e lipopolissacarideos (LPSs) pode ser um critico indicador
da patogénese nas doencgas inflamatérias (VANE et alii, 1994; SZABO &
THIEMERMANN, 1995), e o encontro de vias que interfiram na iINOS/NO pode ser
benéfica para o tratamento de sepses e doencas relacionadas a inflamagao (BLANTZ &
MUNGER, 2002; MACMICKING et alii, 1997). Desta forma, agentes que inibem a
superproducédo de NO derivado da iINOS em macrofagos ativados podem possuir
atividade anti-inflamatéria (OK-HWA et alii, 2008).

Chegando a conclusdao de que as substancias 37 e 38 ndo apresentaram ou
apresentaram pouca atividade citotoxica frente as células tumorais testadas, inclusive
para a linhagem murina Raw 264.7, e tendo em vista que alguns diterpenos do tipo
caurano foram descritos por Ghisalberti (1997) e Aquila e colaboradores (2009) como
apresentando efeito anti-inflamatério, a investigagédo da agdo anti-inflamatéria destas

substancias foi proposta.

Buscando entdo, avaliar a potencial atividade anti-inflamatéria das substancias com
esqueleto cauranico isolados de Hymenaea stigonocarpa, trés substancias (31, 37 e 38)
foram submetidas aos ensaios de avaliagdo da produgdo de mondxido de nitrogénio
(NO). Como método inicial para a analise da atividade anti-inflamatéria, a linhagem de
macrofago murina Raw-264.7 foi estimulada com o lipopolissacarideo LPS, para
produzir NO, e em seguida foi incubada com as diferentes concentracbes das
substancias 31, 37 e 38 (25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM) e analisadas no tempo de 24,
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36 e 48 horas. Como controle positivo foi utilizado cultura de macréfagos nao tratados
(MO) e como controle negativo foram usados macrofagos estimulados com
lipopolissacarideo nao tratados (MO + LPS).
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Figura 44 - Avaliacdo da inibicdo de mondxido de nitrogénio (NO) pela substancia 31
em diferentes concentracgdes, pelo controle positivo (MO) e pelo controle
negativo (MO + LPS) em células Raw 264.7 estimuladas com
lipopolissacarideos (LPS), durante 24, 36 e 48 horas apds o tratamento.

O LPS é um componente de membrana de bactérias gram-negativas. E uma
endotoxina que causa uma forte reposta do sistema imunitario em animais normais.
Quando o LPS fica em contato com o macréfago (MO + LPS) estimula a produgéo de

monoxido de nitrogénio, funcionando como um controle negativo.
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Na Figura 44 observa-se que a substancia 31 foi capaz de inibir a producdo de NO
pelos macréfagos Raw 264.7 estimulados com LPS nos tempos de 24, 36 e 48 horas.
Quando comparados os resultados obtidos para a substancia aos do controle (Raw

264.7 + LPS) pode se observar que todas as concentragdes testadas foram capazes de
inibir a producéo de NO.
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Figura 45 - Avaliacdo da inibicdo de monoxido de nitrogénio (NO) pela substancia 37
em diferentes concentracdes, pelo controle positivo (MO) e pelo controle
negativo (MO + LPS) em células Raw 264.7 estimuladas com
lipopolissacarideos (LPS), durante 24, 36 e 48 horas apds o tratamento.

Verifica-se para a substancia 37 efeito semelhante ao alcool 31 na inibicao da producgéo
de mondxido de nitrogénio. Esta também inibiu a producdo de NO pelos macréfagos
Raw 264.7 estimulados com LPS nos tempos de 24, 36 e 48 horas em todas as
concentragdes testadas (Figura 45).
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Figura 46 - Avaliacdo da inibicdo de monoxido de nitrogénio (NO) pela substancia 38
em diferentes concentracgdes, pelo controle positivo (MO) e pelo controle
negativo (MO + LPS) em células Raw 264.7 estimuladas com
lipopolissacarideos (LPS), durante 24, 36 e 48 horas apds o tratamento.

O éster 38 apresentou efeito de inibicdo da producdo de NO menor que as demais
substancias (31 e 37) principalmente nas concentracdes de 25 uM e 50 yM. Contudo,
nas concentracbes de 100 uM e 200 uM observa-se inibicdo em relagcdo ao controle

negativo (MO + LPS), principalmente 48 horas apés o tratamento (Figura 46).

Como pbéde ser observado nos resultados apresentados, a substancia 31 inibiu a
producao de NO pelas células Raw 264.7 estimuladas com LPS (Figura 44). Porém nos
testes de citotoxicidade foi verificado que a linhagem Raw 264.7 apresentou viabilidade
reduzida na presenga desta substancia (Figura 27), o que inviabiliza a sua utilizagédo

como um anti-inflamatério.
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As substancias 37 e 38 exibiram atividade de inibicdo da producdo de NO em 24, 36 e
48 horas, indicando um provavel efeito anti-inflamatério (Figura 45). E importante
considerar que estes resultados informam sobre um pardmetro, dentre muitos
envolvidos no processo inflamatério como um todo. Por outro lado este estudo

preliminar in vitro € necessario para subsequentes estudos in vivo.
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4. CONCLUSOES

Das 14 substancias avaliadas, nove delas apresentaram atividade superior contra
Candida albicans ATCC 11006 e apenas trés (15, 30 e 41) se mostratam ativas contra
Candida albicans ATCC 10231. Quanto a levedura Cryptococcus sp., as substancias
6a, 29, 39, 42 e 43 demonstraram consideravel atividade enquanto as substancias 31 e

37 causaram apenas moderada inibig&o.

Os ensaios realizados com as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
demonstraram pronunciada atividade das substancias 15 e 29 contra a primeira e das
substancias 15, 29, 30, 31, 40 e 41 contra a ultima.

Os diterpenos caur-16-en-18-ol (31), caur-15-en-18-oato de metila (37) e caur-16-en-18-
oato de metila (38) foram testados quanto a sua atividade antitumoral e citotdxica

in vitro com as linhagens celulares U937, H460, Colo-205 e Raw 264.7.

A substancia 31 foi a mais ativa frente as células tumorais testadas, sendo citotoxica
para todas as linhagens tumorais, induzindo elevada taxa de apoptose nas células
U937 e necrose nas células Colo-205 e H460. As substéncias 37 e 38 ndo
apresentaram ou apresentaram baixa citotoxicidade, e ndo foram capazes de induzir

apoptose nas linhagens tumorais testadas.

As substancias 37 e 38 possuem efeito inibidor real da producdo de mondxido
nitrogénio frente a linhagem Raw-264.7 estimulada com LPS, sugerindo ag¢do anti-

inflamatoria.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Avaliagdo da atividade antimicrobiana das substancias isoladas e

derivatizadas do epicarpo de Hymenaea stigonocarpa

As substancias isoladas das fragcdes acida e neutra do epicarpo de Hymenaea
stigonocarpa e as derivatizadas (Figura 1) foram submetidas a ensaios biolégicos com
a colaboracao do Prof. Dr. Olney Vieira-da-Motta do Laboratério de Sanidade Animal do
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) com o auxilio da mestranda Luciana S.
Mathias.

Foram realizados ensaios de toxicidade contra os fungos Candida albicans e
Cryptococcus neoformans e contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia

coli.

5.1.1. Ensaios de inibicdo do crescimento em meio liquido com os fungos

Candida albicans e Cryptococcus neoformans

Para os ensaios, in vitro, foram utilizadas células Candida albicans e Cryptococcus
neoformans por ensaios previamente realizados no LSA (SAMUELS et alii, 2005;
GONGCALVES et alii, 2007; AMARAL et alii, 2007; NETO, 2007; VIEIRA-DA-MOTTA
et alii, 2008).
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As células foram cultivadas em caldo Sabouraud dextrose (Acumedia, EUA) em tubos
de ensaio na sua forma leveduriforme, em cultivos a 37 °C durante uma semana. Para
testar a atividade dos produtos os ensaios obedeceram as mesmas abordagens
realizadas em trabalhos anteriores (VIEIRA-DA-MOTTA et alii, 2008).

Uma solugado de inéculo foi preparada adicionando-se células fungicas a uma solugao
salina, com densidade optica igual a 0,5 na escala McFarland (equivalente a 10° células
por mL), seguindo leitura a ser realizada pelo fotdmetro Densimat (bioMérieux, Franga)
com leitura no feixe de 550 nm. Com o auxilio de uma micropipeta, foi distribuido um
volume de 1800 uL de caldo Sabouraud (Acumedia, EUA) em ampolas de vidro e em
seguida 100 pL de in6culo e 100 pL de solugcdo de cada substancia testada. Sdo
chamados de “controles negativos” os ensaios em que as aliquotas de 100 pL sao
apenas do solvente dimetilsulféxido (DMSO) e como “controles positivos” ensaios com
as aliquotas do antifungico itraconazol. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

Apos estes procedimentos, os tubos foram levados a estufa de incubacdo a 37 °C e
leituras perioddicas (8 em 8 horas para C. albicans e 12 em 12 horas para C.
neoformans) de densidade Optica foram realizadas (Figura 2). A ultima leitura foi
realizada quando o controle atingiu a capacidade maxima de leitura do fotbmetro (igual
a 7,5 da escala MacFarland). Os cultivos entdo foram avaliados por fotometria e curvas
de crescimento foram feitas por analise dos resultados dos testes (ARAUJO et alii,
2004).

Para avaliar o possivel efeito fungicida ou fungistatico das moléculas testadas contra o
fungo Cryptococcus neoformans foi realizado o plaqueamento de uma aliquota do
cultivo apds o tratamento em meio liquido para ver se havia crescimento. Em meio
sélido, agar Sabouraud, as leveduras e os esporos de C. neoformans pos-tratados
foram testados por meio de difusdo em agar, segundo Hufford e colaboradores (1975).
As aliquotas foram cultivadas e incubadas a 37 °C por até uma semana com a

finalidade de observar o grau de inibicdo das substancias.
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5.1.2. Ensaios de inibicao do crescimento em meio liquido com as bactérias

Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Para os ensaios, in vitro, foram utilizadas células Staphyloccus aureus e Escherichia
coli por ensaios previamente realizados no LSA (SAMUELS et alii, 2005; GONCALVES
et alii, 2007; AMARAL et alii, 2007; NETO, 2007; VIEIRA-DA-MOTTA et alii, 2008).

As células foram reativadas em caldo BHI e cultivadas em agar Mueller Hinton
(Acumedia, EUA) em tubos de ensaio na sua forma leveduriforme, em cultivos a 37 °C
durante uma semana. Para testar a atividade dos produtos os ensaios obedeceram as
mesmas abordagens realizadas em trabalhos anteriores (VIEIRA-DA-MOTTA et alii,
2008).

Uma solugcdo de in6culo foi preparada adicionando-se células bacterianas a uma
solugao salina, com densidade o6ptica igual a 0,5 na escala McFarland (equivalente a
10° células por mL), seguindo leitura a ser realizada pelo fotdmetro Densimat
(bioMérieux, Franca) com leitura no feixe de 550 nm. Com o auxilio de uma
micropipeta, foi distribuido um volume de 1800 uL de caldo BHI (Acumedia, EUA) em
ampolas de vidro e em seguida 100 yL de in6culo e 100 yL de solugdo de cada
substancia testada. Sdo chamados de “controles negativos” os ensaios em que as
aliquotas de 100 pL sdo apenas do solvente DMSO e como “controles positivos”
ensaios com as aliquotas do antibacteriano Gentamicina. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

Apéds estes procedimentos, os tubos foram levados a estufa de incubagdo a 37 °C e
leituras periodicas (hora em hora) de densidade optica foram realizadas (Figura 2). A
ultima leitura foi realizada quando o controle atingiu a capacidade maxima de leitura do
fotbmetro (igual a 7,5 da escala MacFarland). Os cultivos entdo foram avaliados por
fotometria e curvas de crescimento foram feitas por analise dos resultados dos testes
(ARAUJO et alii, 2004).
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5.2. Avaliagao da atividade das substancias isoladas e derivatizadas do epicarpo

de Hymenaea stigonocarpa frente a células tumorais humanas

Os ensaios biologicos foram realizados com as substancias representadas na Figura
24, sob a orientacao do Prof. Dr. Milton Masahiko Kanashiro, no Laboratoério de Biologia
do Reconhecer pertencente ao Centro de Ciéncias Biologicas (CBB), da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) com a ajuda da aluna Thais

Riguete Brasil.

5.2.1. Cultura da linhagem de célula de origem tumoral

As células U937, (leucemia de origem linféide), Colo-205 (adenocarcinoma de colo de
utero), e Raw 264.7 ( macréfago murino) foram cultivadas em meio D-MEM F12 (Gibco,
BRL) e a célula H460 (cancer de pulmao) em RPMI suplementados com 20 xg.mL™" de
gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal bovino (Gibco, BRL). As culturas foram
replicadas a cada dois dias e mantidas em estufa (Forma Scientific Inc., modelo 3159) a

37 °C, com 5% de CO, e umidade controlada.

5.2.2. Avaliagao in vitro da atividade biolégica das substancias frente as células

tumorais

As ceélulas U937, Colo-205, H460 e Raw 264.7 foram plaqueadas em volume de
100 plL/poco (1x10° cels.mL™ e 2x10° cels.mL™ para Raw) em placas de 96 pocos,
tratadas com as drogas nas concentragdes finais de 25 yM, 50 uM, 100 uM e 200 uM .
As células foram mantidas em estufa a 37 °C, com 5% de CO, e umidade controlada.
No tempo de 24 horas as células foram avaliadas quanto a inibicdo de crescimento com
3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) e quanto ao indice da
enzima desidrogenase lactica liberada. Apos 12, 24 e 36 horas foram avaliadas quanto

a taxa de apoptose e necrose por microscopia de fluorescéncia, e em 24, 36 e 48 horas
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para a linhagem celular Raw 264.7 quanto a inibicdo de monodxido de nitrogénio (NO)
apos serem estimuladas com lipopolissacarideos (LPS). Como controles negativos
todas as células foram incubadas com meio DMEM F12 (Gibco, BRL) suplementado
com 20 xg.mL™ de gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal bovino (Gibco, BRL).
Para as substancias 37 e 38 as células foram incubadas com metanol (SIGMA®) e para
a substancia 31 com DMSO (SIGMA®) na concentragdo de 200 uM.

5.2.3. Avaliagao do efeito citotoxico das substancias frente as células tumorais

Apods tratamento como no item anterior a viabilidade celular foi determinada através do
microensaio colorimétrico utilizando MTT. As células foram incubadas por 24 horas com
as substancias e apds o tempo determinado foram adicionados 10 yL de MTT (Sigma,
5 mg.mL'1) para cada 100 uL de cultivo. As placas foram mantidas na estufa por quatro
horas. Apds esse periodo foram retirados 150 uL do sobrenadante de cada poco e
depois adicionados 100 pL de uma solu¢ao de HCI com isopropanol, homogeneizando
bem até a completa dissolugao dos cristais de sal formados. A placa de 96 pocos foi
lida em espectrofotdmetro (MULTISKAN-EX) utilizando o comprimento de onda de
570 nm. Os resultados foram analisados através da absorbancia de cada pogco e os

experimentos realizados em triplicatas.

5.2.4. Avaliacao do indice da desidrogenase lactica (LDH) liberada pelas células

apos incubagao com as substancias

Para avaliar a liberacdo da LDH em células tumorais apods tratamento com as
substancias foi utilizado o KIT DOLES de mensuragéo de desidrogenase lactica (LDH).
As células foram plaqueadas com as substancias, com os controles negativos, e com
Triton (Sigma) na concentragdo de 10 mM como controle positivo por 24 horas. Apos o
tempo de incubagao 50 pL do sobrenadante foram transferidos para outra placa onde

foram adicionados 100 pL da solugdo A (250 pL de alumen férrico + 400 uL de
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substrato) e incubadas em estufa por trés minutos. Posteriormente foram adicionados
100 pL da solugédo B (225 pL de FMS/NAD + 4275 uL de agua destilada) e incubadas
em estufa por 7 minutos. A placa de 96 pocos foi lida em espectofotdmetro
(MULTISKAN-EX) em comprimento de onda igual a 492 nm.

5.2.5. Avaliagao da apoptose por microscopia de fluorescéncia

As células cultivadas com as substancias conforme os tempos e concentragdes
indicados (12, 24 e 36 horas) foram coradas com uma solucéo de 10 pyg.mL™" laranja de
acridina (Sigma) e 10 pyg.mL™ de brometo de etidio (Sigma). Apds a montagem em
lamina e laminulas, as células foram levadas ao microscopio de fluorescéncia (Axioplan
— Carl Zeiss) e contadas aproximadamente 300 células em varios campos escolhidos
aleatoriamente, descriminando-se as células apoptéticas, necréticas e normais. Foram
feitas duplicatas para cada condigcdo e os experimentos repetidos pelo menos duas
vezes. Para a avaliagdo foram adotados padrdes convencionais com relagdo a
morfologia e coloragdo das células como pode ser visualizado pela Figura 32
(COLIGAN et alii, 1994).

5.3. Atividade anti-inflamatoria

5.3.1. Avaliagcao colorimétrica da concentracao de monoéxido de nitrogénio

liberado pelas células Raw 264.7 estimuladas com LPS

As células Raw 264.7 foram postas a aderir em placas de 96 pocgos, na densidade de
2 x 10° por poco, volume final de 100 uL de D-MEM F12 (Gibco, BRL), e permaneceram
por 24 horas, a 37 °C, com 5% de CO, e umidade controlada. Apds esse periodo, as
substancias foram adicionadas nas diferentes concentragdes juntamente com o
lipopolissacarideo (LPS) na concentracdo de 1ug.mL". Apds 24, 36 e 48 horas de

ativagao, o sobrenadante foi retirado e o nitrito acumulado quantificado através da
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técnica de Griess. A produgdo de monoxido de nitrogénio (NO) foi estimada pela
quantificacdo do metabdlito estavel, o nitrito (NO2). Um volume de 50 pL do
sobrenadante era retirado e a ele adicionado igual volume (50 pL) do reagente de
Griess [25 uL da solugao A (sulfanilamida 1% p/v, em H3PO4 5%) e 25 uL de solucao B
(alfanaftiletilenodiamina 0,1% v/v, em agua)]. A absorbancia a 540 nm foi medida em
espectrofotdmetro (MULTISKAN-EX). A concentragdo de nitrito no sobrenadante foi
calculada a partir de uma curva padrao com concentracdes conhecidas de NaNO,. O
controle positivo utilizado foi uma cultura de macréfagos néo tratados (MO) e o controle
negativo foram os macréfagos estimulados com lipopolissacarideo ndo tratados
(MO + LPS) na concentracao de 200 yM.
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FIGURA 29A - Espectro no infravermelho (NaCl) do alcool do caur-16-en-18-ato de metila (37).
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