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RESUMO

FIGUEIREDO, Elaine Rodrigues; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Julho, 2010. ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO
BIOLOGICA DOS EXTRATOS DE Trichilia casaretti E Trichilia silvatica
(MELIACEAE). Orientador: Ivo José Curcino Vieira. Co-orientador: Raimundo
Braz Filho.

O presente trabalho apresenta o estudo quimico e a avaliagdo da
atividade biolégica de extratos das folhas e dos galhos de Trichilia casarettii e
Trichilia silvatica, ambas pertencentes a familia Meliaceae. As espécies Trichilia
casarettii e Trichilia silvatica ndo apresentam relato na literatura a respeito de
estudo fitoquimico ou de atividade biolégica justificando entdo o interesse no
estudo destas espécies. De Trichilia casarettii foram isolados os triterpenos 24-
metilenocicloartano-12-ox0-3p,22a-diol  (inédito), 24-metilenocicloartano-34,22-
diol, Trichiliol (inédito), 24,25-diidroxicicloart-22-enol (inédito), 22-hidroxicicloart-
24-enol, lupeol, o diterpeno fitol, os esterdides [-sitosterol, estigmasterol,
estigmas-5,20(22)-dien-33-ol (inédito) e itesmol, e a cumarina escopoletina. De
Trichilia silvatica foram isolados os esteroides [(-sitosterol e estigmasterol, o
sesquiterpeno ambrosanoli-11,10-diol (inédito) e a cumarina escopoletina. As
estruturas foram estabelecidas por técnicas espectrométricas, principalmente uni
e bidimensional RMN ('H-'H-COSY, 'H-'H-NOESY, HMQC e HMBC), e



espectrometria de massas de baixa e alta resolucdo. Este estudo revelou um
predominio de substancias terpénicas, tanto em T. silvatica quanto em T.
casarettii. Os extratos das espécies foram testados preliminarmente frente ao
microcrustaceo Artemia salina Leach, a bactéria Staphylococcus aureus, a
microrganismos na flora bucal, as larvas de Aedes aegypti e a linhagem de
células tumoral de pulmao NCI-H460. O extrato em metanol de Trichilia casarettii
testado para o microcrustaceo Artemia salina Leach foi ativo, apresentando
DL5o<1000 pg/mL indicando possivel presenca de substancias bioativas. O
extrato em acetato de etila das folhas de T. casarettii, o de acetato de etila e n-
butanol dos galhos de T. silvatica apresentaram os melhores resultados para
atividade antimicrobiana quando testados para diferentes cepas de
Staphylococcus aureus. O extrato em n-butanol das folhas de T. silvatica
apresentou atividade antimicrobiana frente aos microrganismos Streptococcus
salivarius e Streptococcus mutans com ICsy abaixo de 100 pyg/mL. Todos os
extratos ndo apresentaram atividade frente as larvas de Aedes aegypti. Na
avaliagao da atividade anticancerigena, todos os extratos testados apresentaram
ICs50 abaixo de 1000 ppm, o que pode ser um indicativo de bioatividade, visto que
nao ha relatos na literatura para testes realizados com extratos vegetais frente a

linhagem de células utilizada.



ABSTRACT

FIGUEIREDO, Elaine Rodrigues; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. July, 2010. PHYTOCHEMICAL STUDY AND
BIOLOGIC AVALIACTION OF EXTRACTS OF Trichilia casarettii AND Trichilia
silvatica (MELIACEAE). Advisor: Ivo José Curcino Vieira. Counselor: Raimundo
Braz Filho.

This paper presents the chemical and evaluation of biological activity of
extracts of leaves and twigs of Trichilia casarettii and Trichilia silvatica and both
belonging to the Meliaceae family. The species Trichilia casarettii and Trichilia
silvatica have no report in the literature as to study phytochemical or biological
activity then justifying the interest in studying these species. From Trichilia
casarettii were isolated the triterpenes 24-metilenecicloartane-12-oxo-3f,220.-diol
(unpublished), 24-metilenecicloartane-33,22-diol, Trichiliol (unpublished), 24,25-
diidroxicicloart-22-enol  (unpublished), 22-hidroxicicloart-24-enol, lupeol, the
diterpene phytol, the steroids B-sitosterol, stigmasterol, stigmata-5,20(22)-dien-3-
ol (unpublished) and itesmol, and coumarin scopoletin. From Trichilia silvatica
were isolated steroids [-sitosterol and stigmasterol, the sesquiterpene
ambrosanoli-11 ,10-diol (unpublished) and the coumarin scopoletin. The structures

were established by spectrometric techniques, mainly one and two dimensional



NMR ('H-"H COSY, "H-"H NOESY, HMQC and HMBC) and mass spectrometry of
low and high resolution. This study revealed the predominance of substances
terpenics in both T. casarettii and T. silvatica. The extracts of the species were
preliminarily tested against the Artemia salina Leach, the bacterium
Staphylococcus aureus, the microorganisms in the oral flora, the larvae of Aedes
aegypti and cell line and lung tumor NCI-H460. The methanol extract of Trichilia
casarettii tested for Artemia salina Leach was active, with LDsp <1000 mg / mL
indicating possible presence of bioactive substances. The ethyl acetate extract of
leaves of T. casarettii, the ethyl acetate and n-butanol from the branches of T.
silvatica showed the best results for antimicrobial activity when tested for various
strains of Staphylococcus aureus. The n-butanol extract of the leaves of T.
silvatica showed antimicrobial activity against the microorganisms Streptococcus
salivarius and Streptococcus mutans with 1Csy below 100 mg / mL. All extracts
showed no activity against the larvae of Aedes aegypti. In the evaluation of
anticancer activity, all extracts tested had ICsy values below 1000 ppm, which may
be indicative of bioactivity, since there are no reports in the literature for testing

with plant extracts front of the cell line used.



1. INTRODUGCAO

No decorrer da histéria 0 homem vem utilizando espécies vegetais para
fins medicinais, alimenticios, agronémicos, etc.. Com o decorrer dos anos esse
uso foi se intensificando, e estas espécies vegetais passaram a constituir a base
da terapéutica (Schenkel, 1985). O grande interesse do homem pelos vegetais
deve-se ao fato destes apresentarem imenso potencial em varios campos de
aplicacao, sobretudo na terapéutica de enfermidades.

As primeiras descricbes sobre plantas medicinais feitas pelo homem
remontam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers. Este papiro foi
encontrado nas proximidades da casa mortuaria de Ramsés Il, porém pertence a
época da XVIII dinastia. Este papiro enumera cerca de 100 doencas e descreve
um grande numero de drogas de natureza animal e vegetal (Vilela, 1977).

O isolamento de substancias a partir de vegetais, praticamente comega a
acontecer a partir do século XVIII, o qual no século seguinte merece destaque o
isolamento dos alcaléides morfina (1) (1806), quinina (2) e estriquinina (3) (1820)
(Figura 1, p. 3) (Bolzani et al., 2002).



No século XX, com a modernizacdo e introducdo dos métodos
espectroscoépicos, e de diferentes modalidades de técnicas cromatograficas na
Quimica dos Produtos Naturais (fitoquimica), os objetivos e a filosofia dos
trabalhos de isolamento e determinacado estrutural de Produtos Naturais, foram
alterados gradativamente, permitindo a reducdo das quantidades de material
necessario para analise, € a diminuicdo no tempo da determinacio de estruturas
complexas (Bolzani et al., 2002).

Assim como na medicina, os produtos naturais também tém se destacado
no campo agroquimico, onde substancias com atividade inseticida tém
despertado a atengao de pesquisadores da area no mundo todo.

Um exemplo disto ocorreu na cidade do vaticano no ano de 1976, com a
semana de estudos denominada “Produtos Naturais e a Protecdo de Plantas”.
Nesta semana foram discutidos os papéis de determinados metabdlitos
secundarios na defesa de plantas contra organismos predadores. Este encontro
teve forte impacto, visto que as buscas por inseticidas naturais aumentaram
depois da descoberta dos efeitos nocivos aos ecossistemas dos inseticidas
sintéticos, os quais tém no DDT seu principal vildo (Bolzani et al., 2002).

Com o intuito da diminuicdo do uso de inseticidas sintéticos, o uso de
extratos vegetais surge como uma boa alternativa para o controle dos insetos e
acaros nocivos as plantas (Gervasio e Vendramim, 2004), pois além de colaborar
no manejo de uma determinada praga, podem causar menor impacto ambiental
(Klocke, 1987; Bogorni e Vendramim, 2005).

O limonéide azadiraquitina (4) (Figura 1, p. 3) € um exemplo de inseticida
natural, isolado de Azadirachta indica (Nim) e Melia azedarach (Cinamomo),
ambos, géneros pertencentes a familia Meliaceae, sendo muito ativo sobre uma
espécie de gafanhoto do deserto, Schistocerca gregaria (Bolzani et al., 2002).

Além da grande importancia na agricultura, os produtos naturais tém uma
importancia marcante na terapéutica. Diversos farmacos sdo originados de
diferentes classes quimicas e categorias terapéuticas, como por exemplo, os
alcaldéides de Cinchona, morfina (1), pilocarpina (5), efedrina (6), atropina (7) e
outros como os da espécie Cataranthus roseus, que foi utilizada na medicina
tradicional como agente hipoglicémico oral no tratamento de diabetes (Sottomayor

et al.,, 2004). Fonte de pelo menos 60 alcaldides, a investigagdo de suas



atividades contra diabetes levou a descoberta dos alcaldides vimblastina (8) e

vincristina (9), efetivos no tratamento da leucemia infantil (Shiva, 1990).

o (8) R= CH; (9)R = CHO
)

Figura 1: Substancias com representagao quimica e bioldgica importantes na
Quimica de Produtos Naturais

Além da marcante atividade inseticida, a familia Meliaceae também
possui espécies dotadas de outras atividades bioldgicas. Dentre estas, pode-se
citar Aglaia elliptifolia, a qual apresentou atividade antitumoral contra a linhagem
de células leucémicas P388, exibida pela rocaglamida (Proksch et al., 2001). De
Azadirachta indica (Nim) (folhas, cascas, frutos, flores e 6leo) é reportada varias

propriedades entre elas, a anticarcinogénica (Balasenthil et al., 1999).



Portanto, diante da importancia da busca por substancias naturais que
possuam atividade biolégica, bem como ampliacao de dados quimicos da familia
Meliaceae com o estudo de duas espécies que nado possuem estudo fitoquimico
e/ou farmacoldgico, realizou-se o estudo com as espécies, Trichilia casarettii e
Trichilia silvatica no Setor de Quimica de Produtos Naturais da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.



2. OBJETIVOS

Constituem objetivos deste trabalho:

a) O estudo fitoquimico das espécies vegetais Trichilia casarettii e Trichilia
silvatica, fornecendo ferramentas para quimiosistematica do género Trichilia
através do isolamento e elucidagao estrutural dos constituintes quimicos destas

espécies;

b) Avaliar as atividades biologicas dos extratos das espécies citadas
frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach, larvas de Aedes aegypti; efeito
antimicrobiano frente a varias cepas de Staphylococcus aureus e
microorganismos na flora bucal, e linhagem de células tumoral de pulmao NCI-
H460.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. FAMILIA MELIACEAE

A familia Meliaceae é formada por 51 géneros (Tabela 1, p. 7)
(Waterman e Grundon, 1983), e com aproximadamente 1400 espécies (Marinho,
2005).

Esta distribuida nos trépicos e subtropicos em ambos os hemisférios,
ocorrendo em habitat de florestas chuvosas e inundadas, bem como em

ambientes secos (Muellner et al., 2006).



Tabela 1: Géneros da familia Meliaceae (Waterman e Grundon, 1983)

Cedrela | Azadirachta | Aphanamixis | Reinwardtiodendron Ruagea
Toona | Schmardaea | Chisocheton Entandrophragma Vavaea
Khaya Sandoricum Neobeguea Humbertioturraea Lansium

Owenia | Turreanthus Naregamia Pseudobersama Turraea
Aglaia | Anthocarapa Xylocarpus Pseudocedrela Nymania
Lovoa | Capurianthus Dysoxylum Sphaerosacme Walsura
Carapa | Quivisianthe Hecheldora Pseudoparapa Soymida

Melia Pterorhachis Cipadessa Megaphyllaea Cabralea

Guarea | Malleastrum Ekebergia Calodecaryia Munronia

Synoum | Astrotrichilia Chukrasia Lepdotrichilia Swietenia

Trichilia

Segundo Pennington e Styles (1975), a familia Meliaceae esta divida em
quatro subfamilias: Capuronianthoideae, Quivisianthoideae, Swietenioideae,
Melioideae, sendo que na flora brasileira apenas as duas Uultimas possuem
representantes. A Swietenioideae compreende os géneros Carapa Aubl., Cedrela
P. Browne e Swietenia Jacq., enquanto que a subfamilia Melioideae inclui os
géneros Cabralea A. Juss., Guarea Allemand ex Linnaeus e Trichilia P. Browne
(Barroso et al., 1984).

Também conhecida como familia Mahogany (Muellner et al., 2006), esta
familia possui uma grande importancia econémica por fornecer madeira de
grande valor, como as do género Cedrela (Cedro rosa) (Marinho, 2005), Swietenia

(Mogno), Cabralea (Cedro), Guarea, Trichilia e Carapa (Garcez et al., 1997).



3.1.1. Atividades biologicas de espécies da familia Meliaceae

Umas das atividades mais relevantes descoberta em plantas da familia
Meliaceae € a atividade fagoinibidora sobre varias espécies de insetos (Pupo et
al., 1996; Pupo et al., 1997 e Pupo et al., 1998), motivo pelo qual vem sendo
bastante estudada (Rodriguez, 1995; Wheeler et al., 2001b). Substancias
fagoinibidoras ou fagorrepelentes inibem a alimentagdo, porém, ndo matam
diretamente os individuos, que morrem de fome, ao invés de comerem as folhas

tratadas com esse tipo de substancia (Rembold, 1989).

A substancia mais conhecida com essa atividade é a Azadiraquitina (4)
(Figura 1, p. 3) (Proksch et al., 2001), um limondide isolado por Butterworth e
Morgan que impede o desenvolvimento da ecdise nos insetos (Rembold, 1989).
Sua estrutura levou mais de 17 anos para ser elucidada (Butterworth e Morgan,
1968).

Assim como a Azadiraquitina (4), outros limondides (chamados também
tetranortriterpendides) estdo sendo isolados de varias espécies da familia
Mahogany e apresentam atividades variadas ja reportadas na literatura (Roel et
al.,, 2000; Loépez-Olguin et al., 2002; Gervasio e Vendramim, 2004). Por essa
razao, varias espécies dessa familia vém sendo estudadas como é o caso das ja
citadas Azadirachta indica e Melia azedarach (L6pez-Olguin et al., 2002; Gervasio
e Vendramim, 2004), que possuem grande quantidade de triterpendides que
alteram o comportamento e a fisiologia de um grande numero de insetos fitéfagos
(Lépez-Olguin et al., 2002), além de espécies pertencentes ao género Aglaia que
produzem derivados de rocaglamida (10), que sao fortes inseticidas naturais
(Chaidir et al., 1999; Nugroho et al., 1997).



(10)

Além dessas atividades marcantes, espécies dessa familia também
possuem grande importancia quando se trata de atividades anticancerigenas, ja
possuindo histérico de uso na medicina tradicional para este fim de acordo com
Hartwell em 1970. Como exemplo pode-se citar a espécie Aglaia elliptica, que
exibe uma atividade significante contra o crescimento de varias linhagens de
células tumorais humanas (Lee et al., 1998), atividade atribuida as lignanas
(Braga et al., 2006).

A familia também apresenta outros tipos de bioatividades como no caso
do extrato etandlico das raizes de Melia azedarach, que pode atuar como abortivo
conforme pesquisa em col6nia de fémeas adultas de ratos (Keshri, Lakshmi e
Singh, 2003). Essa atividade também ocorre com o 6leo de Nim (Azadirachta
indica), testado com aplicagdes intra-uterinas em colénias de ratas comprovando
o bloqueio de fertilidade (Garg et al., 1998), além de antiviral in vitro (Badam,
Joshi e Bedakar, 1999).

A pasta do Nim tem sido utilizada para adubar plantagbes comerciais,
principalmente as de cana-de-agucar e hortalicas como fonte de nitrogénio,
fésforo, calcio, magnésio e potassio. No solo, protege as plantas de nematdides e
alguns tipos de formigas (Neves, Oliveira e Nogueira, 2003). Varias partes do Nim
sdo também utilizadas para tratamento antibacteriano, antifungico, infecgdes

virais (Dasgupta et al., 2004) e antimicrobianos (Sai Ram et al., 2000).

A espécie Toona ciliata (Cedro australiano), outra representante da
familia, apresenta acao inibidora do fotossistema Il (Veiga et al., 2007). Ja a

Cedrela sinensis é usada na China e Korea na medicina tradicional para o
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tratamento de urticarias e disenteria, muito conhecida por conter limondides além

de flavondides e substancias fendlicas (Mitsui et al., 2005).

Toona sinensis € uma arvore largamente distribuida na China, tendo a
casca, o oleo, semente, flores e folhas usadas na medicina tradicional Chinesa.
Suas folhas foram usadas para tratamento de helioses, vomitos, diarréia, falta de
apetite e enterites, além de possuir efeitos de detoxificacdo e antiinflamatdrio. Ja
foi também reportado que o extrato das folhas induz apoptose em células
cancerosas (Wang, Yang e Zhang, 2007).

A investigacdo fitoquimica de T. sinensis mostrou que as folhas eram
ricas em flavondides, alcaldides, terpenos e antraquinonas. Entretanto, nao
existem estudos detalhados reportando a atividade antioxidante de T. sinenses e

seus constituintes (Wang, Yang e Zhang, 2007).

Em razdo dos excelentes resultados verificados com o Nim e outras
espécies dessa familia, varios géneros de Meliaceae também passaram a
despertar o interesse de pesquisadores no intuito de encontrar novas moléculas
com atividade inseticida, e o género Trichilia € um deles, pois além de apresentar
substancias com atividade inseticida conhecida, como as trichilinas (Nakatani,
James e Nakanishi, 1981) é bastante abundante nas regides tropicais da América,

com mais de 550 espécies conhecidas (Bogorni e Vendramim, 2005).

3.1.2. Constituintes quimicos de Meliaceae

Os limondides sao um largo grupo de triterpenos isolados de diferentes
plantas e restritos nas familias Meliaceae, Rutaceae (Rodriguez et al., 2003) e
Cneoraceae (Connolly, 1983). Sdo altamente oxigenados e classificados como
tetranortriterpendides (Roy e Saraf, 2006).

A sua rota Biossintética em plantas prevé como precursor um triterpeno,
que origina os tetranortriterpendides pela perda de quatro atomos de carbono do
precursor original. Esta rota Biossintética envolve varios passos reacionais
levando as mais variadas estruturas, mas que invariavelmente contém 26 atomos

de carbono no seu esqueleto central.
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As variagdes estruturais dos limondides encontrados na familia Rutaceae
sdo menores do que na familia Meliaceae, que sdo mais complexos e com alto

grau de oxidagao exibindo rearranjos (Roy e Saraf, 2006).

Conhecidos como Meliacinas (Rodriguez et al., 2003; Roy e Saraf, 2006)
os limondides de Meliaceae recentemente vém atraindo atencdo porque as
substancias que pertencem a esse grupo exibem uma larga atividade biolégica
como inseticida, inibidor de apetite, atividade na inibicdo e regulacdo do
crescimento (IRG) em insetos bem como antibacteriano, antifungico, antimalarico,
anticancerigeno, antiviral (Koul, 2004; Endo et al., 2002; Nakagawa, Duan e
Takaishi, 2001), antidiabética, espermicida, hipoglicémico, e imunomodulatério
(Rodriguez et al., 2003).

O interesse na pesquisa por limonoides teve inicio na busca por
responsaveis pelo amargor e azedume dos citrus (Devakumar, 1996) e pelo
aroma exalado ao se descascar frutas citricas frescas (Roy e Saraf, 2006). A
histéria dos limondides teve inicio na familia Meliaceae com o isolamento da
gedunina (11) da espécie Entandrophragma angolense. A importancia entdo na
pesquisa por esses metabdlitos foi aumentada na tentativa de se diminuir o
impacto negativo de azedume das frutas citricas para exportagao (Jacob et al.,
2000).

A salanina (12), um limondide que ocorre em maiores quantidades que
azadiraquitina (4) em A. indica, ndo é tdxica para os insetos. Entretanto, com uma
simples reagcdo de hidrogenagao, onde o grupo tigloila e o anel furadnico sao
reduzidos, torna a salanina (12) mais potente que a azadiraquitina contra o inseto
Leptinotarsa decemlineata (praga da batata do Colorado) (Yamasaki e Klocke,
1989).

Mas nado somente pela presenca de limondides que as Meliaceas sao
conhecidas. Sao também reportadas pela produgao de triterpenos, como a
nimbocinona (13), isolada pela primeira vez da espécie Azadirachta indica
(Siddiqui et al.,1986).
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@O H OH
=

(1)

No género Aglaia, por exemplo, estudos fitoquimicos estabeleceram a
ocorréncia de bisamidas, benzo[bJoxepinas, ciclopenta[b]benzofuranos e
ciclopenta[bc]benzopiranos (Proksch, 2001) onde alguns deles mostraram
propriedades farmacoldgicas interessantes incluindo antiviral (Saifaha et al., 1999)
e antiinflamatoria (Proksch, 2005). Da espécie Aglaia forbesii foram isolados das
folhas, pela primeira vez, trés flavaglinas benzopirano (14-16) e um cicloartano
(17) (Joycharat et al., 2008).

(14) Ry = OH, Ry = H
(15) Ry=H, R,=OH

(16)




13

Das sementes de Turreanthus africanus foram isolados, pela primeira vez,
dois diterpenos do tipo labdano (18, 19) e um limondide (20) (Tane et al., 2004).
Das sementes de Turraea floribunda foram isolados seis novos limondides do tipo
Turraflorinas (D-1) (21-26) (McFarland, Mulholland e Fraser, 2004).

Z2Ne) i/ o] Z >0
OAc \— OAc  \— OAc \—

Em 2001, Luo e colaboradores reportaram que as folhas de Toona

sinensis eram ricas em flavondides, alcaldides e antraquinonas. Seis anos depois,
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Wang e colaboradores reportaram o isolamento de doze substancias fendlicas
(Wang, Yang e Zhang, 2007).

Das flores de Aglaia duperreana foram isolados treze derivados de

rocaglamida, sendo cinco inéditos até entédo (27-31) (Chaidir et al., 1999).

R R, Rs R,
(27) OH CON(CH3), OH  OC,Hs
(28) OH CONHCH;  OH  OC,Hs
(29) OCOCH;  CONH, H OH
(30) OCOCH; COOCH; H OH

3.2. 0 GENERGO Trichilia

O nome Trichilia (trés) refere-se aos trés I6culos do ovario e trés valvas
do fruto (Patricio e Cervi, 2005). Este género foi descrito por Browne em 1756,
compreendendo em torno de 230 espécies distribuidas nas planicies tropicais
Americanas se destacando pela producédo de diversas estruturas de limondides
possuindo diversas atividades bioldgicas contra insetos (Champagne et al., 1992),
além de ser um dos géneros com o maior numero de espécies, e possuidor da

maioria das caracteristicas morfologicas na familia (Salles, 1995).
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Varios estudos da familia Meliaceae tém identificado o género Trichilia,
como um género em potencial no desenvolvimento de espécies que podem servir
como base de estudos para inseticidas em potencial (Wheeler et al., 2001a), onde
em varias investigacdes fitoquimicas foi observada a presencga de protolimondides
(Garcez et al., 1996), e limondides, os quais apresentaram efeitos biolégicos nos

insetos, incluindo inibidor de crescimento (Wheeler et al., 2001a).

Mesmo contando com inumeras investigacdes, o género ainda encontra-
se pouco explorado. Por exemplo, os extratos etandlicos das sementes de T.
prieureana, T. roka e T. connaroides, mostram inibicdo no crescimento de insetos
(Wheeler et al., 2001b), atividade também demonstrada na triagem dos extratos
etandlicos de T. hirta, T. glabra (Wheeler et al., 2001a).

Além de Ilimondides, a ocorréncia de representantes de outras
substancias também tem sido relatada em algumas espécies de Trichilia,
podendo se destacar os seco-protolimondides. Por exemplo, os trés seco-
protolimondides inéditos isolados das cascas do caule de T. elegans
representados na p. 22 (91, 92 e 93), e também triterpendides derivados de
cicloartano (T. schomburgkii, T. connaroides, T. claussenii). Outras substancias
obtidas incluem os sesquiterpenos (7. claussenii, T. catigua), esterdides (T.
schomburgkii, T. claussenii, T. hirta) acidos o fenil-alcandicos / alquendicos;
aminodcidos (T. claussenii) e um fenil-alquil-hidroxibutanolideo (T. schomburgkii)
(Garcez et al., 1997).

Devido ao grande interesse no género, varios estudos fitoquimicos vém
sendo realizados, proporcionando o isolamento de varios metabdlitos. Dentre

eles, alguns est&o relacionados a seguir:

Trichilia catigua (Pizzolatti et al., 2002) (Pizzolatti et al., 2004) (Tang et al., 2007)

Cinchonaina la (32), cinchonaina Ib (33)
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(32)H-7"B,R =Ry =H

(33)H-7"B,R =R;=H

o-fenil dodecano (34), o-fenil tetradecano (35), o-fenil hexadecano (36), wo-fenil-i-
lactona (37-41), alquil-i-lactona (42-43), alcenil-i-lactona (44), acido metil ester -
fenil tetradecandico (45), acido metil ester w-fenil tridecandico (46) e acido metil

ester o-fenil dodecandico (47).

@)
N
o -
©) %
\
O T

(34)n=12
(35)n=13
(36)n = 14 (37) 83; : = ; 1
OH oH
2% ' L _
o)
© o &
_ (42)n= 14 44
Eig;g; ;1 43)n= 12 (44)
0
M OH (45)n= 12
(46)n = 11
(47)n = 10

catiguanina A (48), catiguanina B (49), cinchonaina Ic (50), cinchonaina Id (51).
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Trichilia claussenii (Pupo et al., 1996) (Pupo et al., 1997) (Pupo et al., 1998)
(Pupo et al., 2002)

24-metileno-26-hidroxicicloartan-3-ona (52), 24-metilenocicloartanol eterificado

por acido graxo (53) e w-fenil-alcanoico (54).

CO(CHy)nH5C

20,3a-diidroxiandrostan-16-ona 2f3,19-hemicetal (55), 2a,3pB-diidroxipregnan-16-
ona 2B,19-hemicetal (56), 2p,3pB,4p-trihidroxipregnan-16-ona (57), 2a,3a,4p3-
trinidroxipregnan-16-ona (58), 23,3p-diidroxipregnan-16-ona (59).
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HO,, [ 0
HO""
(35) OR (57)
HO., ° HO °
HO™" HO
OH
(58) (59)
(2R,3S,4S)-3-hidroxi-4-metil-2-(13’-fenil-1’-n-tridecil )-butanolidio (60),
(2R,3S,4S)-3-hidroxi-4-metil-2-(11’-fenil-1’-n-undecil)-butanolidio (61),
(2R,3S,4S)-3-hidroxi-4-metil-2-(1’-n-hexadec-7’(2)-enil)-butanolidio(62),
(2R,3S,4S)-3-hidroxi-4-metil-2-(1’-n-tetradecil)-butanolidio (63).
OH OH OH
O/\M(\Q """"" SN T N TN ' i o
O
74 0] @)
0 o’ 7
(60)n =11
(61)n=9 (62) (63)

p-eudesmol (64); criptomeridiol (65), 14-hidroxielemol (66), germacra-10(14)-en-
9,11,15-triol (67), germacra-3,10(14)-dien-9,11-diol-4-carbaldeido (68), 22,25-
diidroxi-9,19-ciclolanost-23-en-3-ona (69), 24-metileno-12B-hidroxicolesterol (70),
24-metileno-12p3-hidroxycoles-4-en-3-palmitato (71), 24-metil-12p3-hidroxicolest-4-
en-3-ona (72).



19

OH
(64) (65) (66)
OH OH
OH
HO 07 H
(67) (68)

(TO)R=H
(71) R = CO(CH,)14CH; RO

RO (72)

Trichilia connaroides (Inada et al., 1994) (Wang et al., 2008) (Geng et al., 2009)

2-hidroxi-3-O-tigloil-6- O-acetilswietenolideo (73), lipo-3-episapelina A (74).

H,COCO
H,COOC,

H3C(CH,)nOCO
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trijugina D a H (75-79), metil-8a-hidroxi-8,30-diidroangolensato  (80),
trichiconnarina A e B (81, 82), 3p,4a-diidroxipregnan-21-ona (83), trijugina C (84),
3B,4a-diidroxipregnan-16-ona (85).

7

H
COOCH;

(75)R; = Ac, Ry = H (77) (80)
(76) R = Ac, R, = OH
(84)Ry =R, =H

< <
E (o] : (o]
CIL, =L, w
7 0 4 0
0o
(81) )

0]

o'
(83) (85)

(82

Trichilina B (86)
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(86) O

Trichilia cuneata (Doe et al., 2005)

13-hidroxi-14-nordeidrocacalohastina (87), 13-acetoxi-14-nordeidrocacalohastina
(88), Maturinona (89).

0
| A\
o
OMe 0]
(87) R = OH (89)

(88) R = OAc

Trichilia dregeana (Eldeen, Heerden e Staden, 2007)

Cicloart-23-eno-3,25-diol (90)
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Trichilia elegans (Garcez et al., 1996) (Garcez et al., 1997) (Garcez et al., 2000)

metil-1&,7 R-diacetoxi-23R,25-diidroxi-20S,24 R-21,24-epoxi-3,4-seco-apotirucal-
4(28),14(15)-dien-3-oato (91), metil-1&,7R-diacetoxi-23R,25S-diidroxi-20S,21,24-
epoxi-3,4-seco-apotirucal-4(28),14(15)-dien-3-oato  (92), metil-1&,7R-diacetoxi-
23R,24,25-triidroxi-20S,21,24-epoxi-3,4-seco-apotirucal-4(28),14(15)-dien-3-oato
(93).

MeOQC

7-dioxo-7a-acetoxiciadanina B (94), 7-dioxo-7a-acetoxiciadanina A (95), ciadanina
A (96), ciadanina B (97), elegantina A (98), elegantina B (99), 1,2-diidro-1a-

acetoxielegantina A (100), 1,2-diidro-1a-acetoxielegantina B (101).

R1
H, o OAc
H, o OAc

(100)R = X
CO,Me (101)R=Y
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7-dioxo-7B-acetoxiciadanina A (102), 7-dioxo-7a-acetoxiciadanina B (103), 7-
dioxo-7p-hidroxiciadanina A (104), 7-dioxo-7p-hidroxiciadanina B (105), 7-dioxo-
7o-hidroxiciadanina A (106), 7-dioxo-7a-acetoxiciadanina A (107), 7-dioxo-7p-
acetoxiciadanina B (108), 7-dioxo-7B-acetoxiciadanina A-21S-acetato (109), 7-
dioxo-7p-acetoxiciadanina A-21R-acetato (110), 7-dioxo-7p3-acetoxiciadanina B-
23¢&-acetato (111), 7-dioxo-7B-acetoxiciadanina B-23&-acetato (112).

R
i i
o) o)
\ \
OH OAc
| I 1
R R OH OAc OAc
(102) | OAc o 0
(103) IV OAc VP \ \
(104) | OH A
(105) IV OH ) o o
(109) i OAc \V;
(110) 1l OAc v vi
(111) VouVl OAc
(112) ViouV OAc
R R Ry
: (106) |  OH
(107) | OAc
(108) IV OAc

Trichilia emetica (Gunatilaka et al., 1998)

Nimania (113), diacetil nimania (114), dregeana 4 (115), trichilina A (116), rohituka
3 (117), Tr-B (118), metil 1(S), 23(R)-diacetoxi-7(R),24&,25-triidroxi-(20S)-21,24-
epoxi-3,4-seco-apotirucala-4(28),14(15)-dien-3-oato (119).



Trichilia estipulata (Cortez et al., 1998) (Cortez et al.; 2000)

7o-23-diidroxi-3-o0x0-24,25,26,27-tetranorapotirucal-1,14,20(22)-trien-21,23-olida
(120), 7-diacetil-23-hidroxineotrichilenonelida  (121) e 7-diacetil-21-

hidroxineotrichilenonelida (122).
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21,24,25,26,27-pentanor-15,22-oxo-7a,23-diidroxi-apotirucala-1-en-3-ona  (123),
21,24,25,26,27-pentanor-15,22-0xo-7a,23-diacetato-apotirucala-1-en-3-ona (124).

(123) R=H
(124)R = Ac

Trichilia havanensis (Chan, Gibbs e Taylor, 1967) (Chan, Gibbs e Taylor, 1973)
(Rodriguez-Hahn, Cardenas e Arenas, 1996) (Lopez-Olguin, 1998) (Rodriguez et
al., 2003)

Havanensina (125), triacetato havanensina (126), 1,7-diacetato havanensina
(127), 3,7-diacetato havanensina (128), trichilenona (129), isotrichilenona (130),
neohavanensin (131), triacetato de neohavanensin (132), tetracetona (133),

neotriquilenona (134).

R

(125)Ry =R, =R3=H (129) (130)
(126) R1 = R2 = R3 = 0OAc

(127) R1=0H, R, = R3 = OAc

(128) R1 = R3 = OAC, R2 =OH

(131)R=H, o. - OH
(132) R=H, o - OAc
(133)R=0

@)
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triacetato havanensina (135), 3,7-diacetato havanensina (136), 1,7-diacetato

havanensina (137) e acetato trichilenona (138).

(135)R1=Rz=R3z=Ac (138) R=H, a - OAc
(136) Ry =H, R, =Rz =Ac
(137)Ry=H,R{ =Rz =A

triacetato havanensina (135), derivado hidroxibutenolida (139) e trichavensina
(140).

AcO™”

(135) ﬁo
[ OW_<;
o

139) R= || O

OH
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Azadirona (141), Escutalpina-B (142), 1,7-di-O-acetil-havanensina (143) e 3,7-di-

O-acetil-havanensina (144).

AcO"”

(143) (144)

1B,2p,21,23-diepoxi-7a-hidroxi-24,25,26,27-tetranor-apotirucala-14,20,22-trien-3-
ona (145).
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Trichilia heudelottii (Okorie e Taylor, 1967) (Okorie e Taylor, 1972) (Aladesanmi
e Odediran, 2000)

Heudelottina (146)

Triacetato heudelottina (147)

(147)
12B-hidroxisandaracopimar-15-eno (148) e acido 2-propionoxi-p-resorcilico (149)
OH

COOH O

OH

OH

(148) (149)
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Trichilia hirta (Chan e Taylor, 1966) (Chauret, Durst e Arnason, 1996)

Hirtina (150) e diacetilhirtina (151)

R

OH

(150) R = CO,Me, R; = OAc, R, = OCOEt
(151) R = CO,Me, R; = OH, R, = OCOEt

3-hidroxipregnana-2,16-diona (152) e 2-hidroxiandrosta-1,4-dieno-3,16-diona
(153).

HO o
(152) (153)

Trichilia hispida (Breen et al., 1966) (Jolad et al., 1980)

Sapelina A (154) e . R
sapelina B (155) i A

(154)R =X, Ry =H, o - OH X Y
(155)R=Y,R{=H, o - OH
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Bourjotinolona A (156) e hispidona (157)

.mOH

Trichilia lepidota (Pupo et al., 2002); (Terra, 2010)

24-metileno-12B-hidroxicolesterol (158), 3-palmitato de 24-metil-12-hidroxicolest-
5-eno (159), 24-metil-123-hidroxicolest-4-em-3-ona (160).

(158)R =H
(159) R = CO(CHj)14CH3 (160)
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Inéditas (161) e (162), 21,23-epoxi-7a,21a-diiidroxiapotirucalla-14, 24-dien-3-ona
(163) 21,23-epoxi-7a,21p-diiidroxiapotiru-calla-14,24-dien-3-ona (164), disorona
(165), desoxiflindissona (166).

(161) (162)

o) “OH

(163) R=OHa
(164) R=OHb
(165) R=H
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Trichilia pallida (Simmonds et al., 2001)

Hirtina  (150), diacetilhirtina  (151), metil  6-hidroxi-113-acetoxi-12a-(2-
metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-14,15p-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato  (167), metil
6,11p-diidroxi-120-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-14,15B-epoxi-1,5-meliacadien-
29-oato (168), metil 6-hidroxi-11pB-acetoxi-12a-(2-metilbutanoiloxi)-3,7-dioxo-
148,15B-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato (169).

-
O
S R R2

(150) Ac  CH,CHs

(151) H  CH,CHs

(167) Ac  CH(CH3)CHs
(168) H  CH(CH3)CHs
(169) Ac  CH(CH3)CH,CH:

Trichilia prieuriana (Olugbade e Adesanya, 2000)

Prieurianosidio (170)

(170)
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T. quadrijuga (Rodrigues, 2009)

Quadrijugol (171), espatulenol (172), kuditidiol (173), 3a,4B-diidroxipregnan-16-
ona (174), 2pB,3B,4B-triidroxipregnan-16-ona (175), bourjotinolona B (176),
piscidinol (177), nilocitina (178), diidronilocitina (179), sitosterol (180), 3-O-B-D-
glicopiranosil sitosterol (181), itesmol (182), estigmasterol (183).

(174)R1= H; R2= aOH
(175) R1= R2= bOH

OH

(178) R=0
(179) R= bOH

(180)R1= Ro=H
(181) R1= glyc.; R2= H
(182) R1= H; R2= OH

(183) R1= Ro= H; D22; 22,23-dehidro
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Trichilia ramalhoi (Ambrozim, 2004)

B-sitosterol (184), estigmasterol (185), lupenona (186), lupeol (187)

Trichilia rubescens (Krief et al., 2004)

trichirubina A (188) e trichirubina B (189)

(188) (189)
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Trichilia rubra (Musza et al., 1995)

Rubralina A (190), rubralina B (191) e rubralina C (192).

(191)

(192)

Trichilia schomburgkii (Tinto, Jagessar e Ketwaru, 1991) (Ketwaru, Klass e
Tinto, 1993)

Niloticina (193), diidroniloticina (194) e piscidinol A (195).

OH  (193)R =R =0, Ry = -CH-CMe;

(194) R = OH, R = H, R3 = -CH-CMe;
OH OH

(195)R=R4= O, R3 = -CH-|CMe2
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23,3p,4B-triidroxipregnan-16-ona (196) e 2a,3a,4B-triidroxipregnan-16-ona (197)

O
(196) R = -OH, R; = B-OH
(197) R = 0-OH, R4 = 0-OH
Trichilia trifolia (Ramirez et al., 2000)
acido (1R,3E,72,115,12S)-dolabela-3,7,18-trien-17-6ico (198),
(1R,3E,6R,7Z,11S,12S)-dolabela-3,7,18-trien-6,17-olida (199) e

(1R,3S,4R,72,115,12S)-3-hidroxidolabela-7,18-dien-4,17-olida (200).

COOH

(198)

(200)

3.2.1. Atividades biolégicas do género Trichilia

Com relagao as atividades bioldgicas reportadas a esse género, pode-se
citar a espécie T. emetica, comumente conhecida como Sulafinzan, na linguagem
popular de Bambara (tribo Africana), possuindo efeito hepatoprotetor através de
uso popular. Os estudos fitoquimicos das raizes desta espécie resultaram no
isolamento de limondides (Nakatani et al., 1981), relatando a atividade contra o
Plasmodium (Germano et al., 2005). Também foram encontrados taninos nas

raizes e casca do caule (Germano et al., 2006).
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Outra espécie destacada é T. catigua que cresce abundantemente em
varias regides do Brasil (Campos et al., 2005). Muito conhecida como Catuaba,
pode ainda ser chamada de pau ervilha e catuaba do norte (Beltrane et al., 2006),
sendo utilizada como tbnico para o tratamento de stress, fadiga, impoténcia,
déficit de memodria (Campos et al., 2005), estimulante sexual, afrodisiaco,
purgativo e no tratamento de reumatismo (Zanolari et al.,, 2003; Kletter et al.,
2004).

Por esse histérico de estimulante, a Catuaba passou por um teste
comparativo de agao antidepressiva com a Dopamina (201), apresentando
excelentes resultados (Campos et al., 2005).

OH
HO NH,

HO
(201)

Os sesquiterpenos isolados do género Trichilia também vém
apresentando atividades interessantes, como no caso dos dois isolados em T.
cuneata, (87 e 88), que demonstraram atividade inibitoria para peroxidagédo em
membranas lipidicas em mitocdndrias e alta atividade antibacteriana (Doe et al.,
2005).

Na China, para o tratamento de artrite, faringite, amidalite e outras
enfermidades, sao utilizadas as raizes da espécie T. connaroides (Inada et al.,
1994). Ja os galhos de T. ramalhoi possuem altissima atividade contra

Tripanossoma cruzi (doenga de Chagas) (Ambrozin et al., 2004).

A atividade de redugdo do apetite em insetos foi reportada a varios
extratos vegetais de Trichilia, como para o extrato etandlico de T. trifolia que tem
atividade sobre as larvas de Peridroma sauci e o extrato de diclorometano da
madeira sobre larvas de Sitophilus aryzae, que devoram plantacbes de arroz
(Ramirez et al., 2000). Extratos da espécie T. havanensis também tém agéo

frente as larvas de Leptinotarsa decemlineata e Spodoptera exigua (Rodriguez et
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al., 2003), bem como o extrato metandlico da madeira de T. americana que além
da reducdo no apetite, também tem acdo de dessensibilizacdo em larvas de

Spodoptera litura (Wheeler et al., 2001a).

Atividade citoxica também é relatada sobre a espécie T. pallida sobre as
espécies Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho) (Roel et al., 2000), Bemisia
tabaci (larvas da mosca-branca) (Souza e Vendramim, 2001; Souza, 2004) e Tuta

absoluta (traga-do-tomateiro) (Gongalves-Gervasio, 2003; Cunha et al., 2006).

Desta forma, algumas atividades estdo mostradas de forma resumida na

Tabela 2, a seqguir:
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3.2.2. Trichilia casarettii C. DC.

A espécie possui como sinénimos: Trichilia casarettii var. trifoliolata C.
DC.; Trichilia casarettii var. microphyllina C. DC. e Trichilia oblonga C. DC.

(Patricio e Cervi, 2005) observada nas Figuras 2 e 3 abaixo:

Figura 2: Folhas da espécie Trichilia casarettii (Figueiredo, 2006a).
- N AP R

Figura 3: Tronco da espécie Trichilia casarettii (Figueiredo, 2006b).
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3.2.2.1. Aspectos botanicos e geograficos de Trichilia casarettii C. DC.

Suas arvores podem chegar a alturas entre 5-8 m. Ramos jovens
marrons, pubescentes com lenticelas. Folhas imparipinadas, 7-15 cm compr.;
peciolos 3-10 mm compr., os terminais maiores. Foliolos 3-5, opostos a
subopostos; elipticos, obovado-lanceolados, apice acuminado ou atenuado, base
assimétrica cuneada nos foliolos laterais, simétrica nos terminais, geralmente
decorrente; cartaceos; 4,5-8,5 cm X 1,4-3,5 cm; face adaxial glabra, face abaxial
glabrescente, com tufos de pélos nas axilas da nervura central, com glandulas
pontuadas vermelhas; venagao eucamptodroma ou broquidédroma. Inflorescéncia
axilar, panicula; 3-7 cm compr.; bracteas na base dos ramos laterais; bractéolas
na base do pedicelo e nas articulagdes; pedicelo 1-1,5 mm compr.; glabro. Flores
unissexuais, plantas didicas; Calice pateliforme, 0,5-1 mm compr., 5 sépalas
largamente ovaladas ou triangulares, apice agudo ou obtuso, bordos levemente
ciliados, persistente no fruto. Corola imbricada. Pétalas 5, livres, 2,5-4,5 mm X
0,75-1,5 mm, lanceoladas ou elipticas, apice agudo, glabro. Androceu com tubo
estaminal urceolado; filetes gamostémones, glabros, margem com 9-10 lobos
alternando-se com as anteras. Anteras 9-10 com 0,7-0,8 mm compr., glabras.
Nectario em forma de anel em torno do ovario ou ausente. Gineceu com ovarios
ovéides, glabros, 3-oculares, loculos com 2 rudimentos seminais colaterais.
Estilete glabro. Estigma capitado cénico 3-lobado. Fruto capsula elipsoide, 1,5-2
cm X 0,8-1 cm, apice arredondado, emarginado ou acuminado, base obtusa com
suspensor curto até 1 mm compr.; superficie levemente verrugosa, glabra.
Sementes 1 por fruto, 1 cm X 0,6 cm. Ovaladas, parcial ou completamente
recobertas por um arilo alaranjado, carnoso; testa membranacea. (Figura 4, p. 43)
(Patricio e Cervi, 2005).

Esta espécie floresce de dezembro a fevereiro e seus frutos maduros
podem ser coletados nos meses de abril a setembro. E distribuida nos Estados de
S3o0 Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Espirito Santo,
ocorrendo em floresta ombrofila densa submontana, floresta ombrofila mista e

floresta estacional semidecidual, entre 50-300 m de altitude.

Trichilia casarettii recebeu esse nome em homenagem ao médico e

botanico italiano Giovanni Casaretto (1812-1879) que viajou pelo Brasil coletando
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plantas (Klein, 1984), e apresenta como nomes vulgares: Murta-vermelha (SC),
Catigua-branco (RS), Baga-de-morcego (SC) e Catigua (PR, SC e RS) (Klein,
1984), Orvalho (MG), Mateus (ES).

Figura 4: Trichilia casarettii C. DC. A, habito. B, inflorescéncia. C, flor sem corola,
mostrando o tubo estaminal. D, flor em corte longitudinal, mostrando androceu e
gineceu. E, pétala. F, gineceu. G, tubo estaminal aberto — face ventral. H, fruto. I,

semente.
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3.2.3. Trichilia silvatica C. DC.

A espécie possui como sinénimos: Trichilia cuspidata C. DC. (Patricio e

Cervi, 2005) e pode ser visualizada na Figura 5 abaixo:

Figura 5: Espécie Trichilia silvatica (Figueiredo, 2006c¢).

3.2.3.1. Aspectos botanicos e geograficos de Trichilia silvatica C. DC.

Ela apresenta-se como arvore 5-10 m. Ramos jovens acinzentados a
marrons-escuro, adpresso-pubérculos, com lenticelas esparsas. Folhas
imparipinadas, 8-24 cm compr., peciolo e raquis caniculados na fase superior,
glabros; pecidlulo 1,5-2,5 mm compr.. Foliolos 5-7, alternos raramente opostos,
alipticos, obovados; base atenuada ou cuneada a decurrente, nos foliolos
inferiores com base simétrica ou ligeiramente assimétrica; apice estreitamente
acuminado; cartaceos; 8-13 cm X 2,7-4,1 cm, foliolos inferiores menores; ambas
as faces glabras; venagdo eucamptédroma. Inflorescéncia axilar, panicula, 4,5-7
cm compr.; pedicelo 0,75-2 mm compr.. Flores unissexuais, plantas dioicas.

Calice pateliforme 0,5-1,5 mm compr., (3)4-5 sépalas, triangulares ou ovaladas,
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apice agudo ou obtuso, esparsamente adpresso-pubérulo na face abaxial. Corola
4-5 pétalas livres ou concrescidas, volvadas, reflexas, 2,5-3 mm X 0,7-5 mm,
lanceoladas, apice agudo, face abaxial adpressa-pubérula a glabra, face adaxial
glabra. Androceu com tubo estaminal ciatifoema ou urceolado; filetes
gamostémone, 1-2 mm compr., margem com 6-7 lobos agudos alternando com as
anteras, face extarena glabra eventualmente pubérula com tricomas crespos no
apice e face interna pubescente. Anteras 6-7; 0,9-1 mm compr., glabras. Nectario
ausente. Gineceu com ovario ovéide, pubescente a estrigoso, 3-locular; Estilete
glabro; Estigma discoéide até capitado. Fruto capsula estreitamente oblonga, 2 cm
X 0,6 cm, apice e base arredondados, lisa e discretamente verrugosa pubescente.
Semente 1 por fruto, 1,5-2 cm compr.; completamente circundada por um arilo

carnoso tripartido; testa membranacea (Figura 6, p. 46) (Patricio e Cervi, 2005).

Apresenta floragdo de agosto a outubro e seus frutos maduros podem ser
coletados a partir de novembro. No Brasil, distribui-se pelos Estados da Bahia,

Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Espirito Santo.

Do latim silvatica, significando que vive na floresta (Klein, 1984),
apresenta como nomes vulgares: Catigua (SC), Catigua-branco (SC), Cutia-
vermelha (SC), Rosa-branca (BA) (Pennington et al., 1981).
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Figura 6: Trichilia silvatica C. DC. A, habito. B, flor estaminada. C, flor em corte
longitudinal, mostrando androceu e gineceu. D, tubo estaminal aberto — face
dorsal. E, pétala. F, flor pistilada. G, gineceu. H, tubo estaminal aberto — face

dorsal. |, fruto.



47

3.3. ENSAIOS BIOLOGICOS

Em virtude da grande importancia pela busca por substancias bioativas
naturais, a medida que os produtos sintéticos estao apresentando menor eficacia
ao combate a microorganismos, foram selecionados cinco ensaios bioldgicos para

serem realizados, dos quais seguem abaixo:

3.3.1. Artemia salina Leach

E comum hoje em dia a insercdo de diversos ensaios biolégicos simples
em laboratérios de Quimica de Produtos Naturais, com o objetivo de biomonitorar
o estudo fitoquimico de extratos na busca por substancias bioativas (Hamburger e
Hostettmann, 1991). Dentre estes bioensaios, pode-se citar o teste de toxicidade
sobre Artemia salina Leach (TAS), um microcrustaceo de agua salgada utilizado
como alimento vivo para peixes, muito dependente do meio onde se encontra
(Galotta e Boaventura, 2005).

Este ensaio é caracterizado por ser um ensaio rapido e barato,
fornecendo informagdes interessantes sobre o biomonitoramento de extratos
brutos, onde sao considerados ativos DLso<1000 pg/mL (Ferrigni et al., 1984 e
Meyer et al., 1982), existindo relatos de correlagdo entre a toxicidade de Artemia
salina com atividades como antifungica, antimicrobiana e viruscida (MacRey,
Hudson e Towers, 1988), tripanossomicida (Zani et al.,, 1995), parasiticida
(Sahpaz et al., 1994) dentre outras.

Boas correlagdes entre a toxicidade frente a Artemia salina com a
atividade antitumoral vém sendo obtidas por McLaughlin e colaboradores, e
quando testadas substancias puras, Dolabela (1997) afirma que, quando

apresentam toxicidade DLso<145 pug/mL, podem apresentar atividade antitumoral.

3.3.2. Teste anticancerigeno

O cancer de pulmdo é o tipo mais comum de tumores malignos,

apresentando um aumento de 2% na incidéncia mundial. Segundo a ultima
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estimativa mundial, para este ano no Brasil foram estimados 17.800 novos casos

de cancer de pulmao para homens e 9.830 para mulheres (INCA, 2009).

A resisténcia a quimioterapia convencional € uma caracteristica inerente
ao cancer do pulméo, o que faz necessaria a descoberta de novas substancias
antineoplasicas, ou que sirvam de modelo para novas substancias ativas
sintéticas, o que vem motivando cada vez mais testes com extratos brutos

vegetais e substancias puras isoladas destes.

A classificagéo histologica do cancer de pulmao mais aceita pela literatura
mundial é a da Organizagdo Mundial de Saude (OMS). S&o encontrados
basicamente dois grupos de céncer de pulmdo: carcinoma de células nao
pequenas de pulmao (CPNPC) e grupo celular carcinoma de células pequenas.
Este, caracterizado por um rapido crescimento, grande capacidade de
disseminacéao e, inclusive com invaséo cerebral precoce. Apesar do alto grau de

resposta ao tratamento, apresenta baixo percentual de cura (Uehara,1998).

3.3.3. Aedes aegypti

A incidéncia da dengue aumentou drasticamente no fim do século
passado. Ela é endémica em mais de 100 paises, e mais de 25 bilhdes de
pessoas ja foram contaminadas em varias regides do mundo, além do mosquito
também ser transmissor da febre amarela. Em vista disso, testes contra as larvas
Aedes aegypti séo efetuados exaustivamente, como exemplo com a espécie
Melia azedarach, conhecida como Santa Barbara no Brasil. O 6leo e extratos
organicos das folhas e frutos dessa arvore mostram varias bioatividades contra
insetos e outros organismos conferidas a limondides e tetranortriterpendides. Na
comparacao de extratos de Nim com os de Melia azedarach contra as larvas
Aedes aegypti, os extratos de Melia foram mais efetivos (Wandscheer et al.,
2004).
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3.3.4. Microorganismos presentes na flora bucal

A cavidade oral é o habitat de uma rica flora microbiana, integrada por
virus, bactérias e fungos convivendo em situagdo de anfibiose com o hospedeiro
(Lacaz, 1970).

Estudos indicam que a responsavel pelas caries, dentre um grupo
especifico de microorganismos que habitam a cavidade oral, € a bactéria
Streptococcus mutans, que corréi o esmalte dos dentes dando inicio ao processo
de doencas gengivais de forma geral, e por consequéncia, outras doengas
associadas como as cardiacas devido a sua capacidade de adeséo a superficie
dentaria, através da formacdo da placa dental bacteriana, ou seja, o biofilme
dentario (Beck et al., 1996).

O Género Enterococcus inclui diversas espécies resistentes do trato
gastrintestinal, da vagina e da cavidade bucal como comensais (Paradella, Koga-
Ito e Jorge, 2007), tendo a espécie Enterococcus faecalis como responsavel por
mais de 90% das infeccbes humanas e enterocdcicas (Jett, Huycke e Gilmore,
1994).

Bactéria coco gram-positiva com alta resisténcia ao pH alcalino,
Enterococcus faecalis esta associada a infecgdes endoddnticas em odontologia.
Vem despertando o interesse da comunidade cientifica, visto que faz parte do
grupo de microorganismos isolados e cultivados de canais com tratamento
endodéntico fracassado (Chaves de Paz, et al.,, 2003). Varios autores relatam
testes com extratos vegetais frente aos patdgenos orais (Crotti et al.,, 2010;
Martins, et al., 2009), incluindo E. faecalis, o que motivou também, visto que os
medicamentos a base de plantas medicinais tém por meta prevenir, (Rasooli,
2008), controlar (Gusmao, 2004), e inibir a formacédo de biofilme bacteriano,

(Pereira, 2006) como principal modo de agao no combate as afec¢des bucais.

O Nim, por exemplo, & considerado ativo como anti-séptico bucal,
antiulcera e na limpeza em varias doengas dentarias (Parida et al., 2002). Suas
folnas sdo usadas no tratamento de gengivites e periodontites (Husain et al.,
1992) além de se mostrar eficaz na inibicdo do crescimento de placa bacteriana,
como mostrou o estudo comparativo de extrato de Nim (na forma de gel) com

placebo e solugdo de gluconato de clorexidina (Pai et al., 2004).
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3.3.5. Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus habita freqientemente a mucosa nasal, a partir
das quais contamina as maos. Ele também é uma causa freqlente de infecgdes
cutdneas nas maos. Destas fontes, pode facilmente penetrar no alimento (Tortora
et al., 2004).

A intoxicacdo alimentar causada por este microrganismo € devido a
contaminagdo de alimentos pelas exotoxinas (enterotoxinas) produzidas pela
bactéria. Estas exotoxinas s&o termoestaveis e podem permanecer no alimento
mesmo apos o cozimento. Dentre as intoxicacbes alimentares de origem
bacteriana, cerca de 45% destas no mundo estao relacionadas com esta bactéria
(Franco e Landgraf, 1996).

Teste feito por Pizzolatti e colaboradores em 2002 mostrou que o extrato
em acetato de etila de Trichilia catigua apresentou boa inibi¢do no crescimento da
bactéria Staphylococcus aureus, bem como a mistura de flavolignanas isolada

desta espécie se mostrou também ativa.

Devido ao aumento gradual da resisténcia apresentada por diferentes
espécies de Staphylococcus sobre antibidticos atualmente existentes, faz-se a
necessidade constante de se testar extratos vegetais com o intuito de que se

encontre novas substancias com atividades antibacterianas.
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4. MATERIAIS E METODOLOGIA UTILIZADA

4.1. ESCOLHA DA PLANTA

As espécies Trichilia casarettii e Trichilia silvatica foram escolhidas por
pertencerem a familia Meliaceae, rica em substancias terpenoidicas, das quais
muitas sao dotadas de diversas atividades bioldgicas, e ainda devido ao fato
dessas espécies nao apresentarem estudos quimicos e ou farmacoldgicos

prévios.

4.2. COLETA DA PLANTA

O material vegetal, constituido por folhas e galhos das espécies Trichilia
casarettii e Trichilia silvatica, foi coletado nas proximidades da Reserva Florestal
da Companhia Vale do Rio Doce em Linhares-ES, no més de novembro de 2006.
Suas exsicatas encontram-se no herbario da Companhia Vale do Rio Doce em

Linhares, sob a numeracdo CVRD-449 e CVRD-521, respectivamente.
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4.3. PREPARAGAO DOS EXTRATOS

Os galhos e folhas foram secos a temperatura ambiente, logo apds a
coleta e moidos separadamente em moinho de martelo. A extracdo do material
das espécies foi feita por maceracido utilizando metanol, e as solugbes foram
evaporadas sob pressao reduzida em evaporador rotativo fornecendo os extratos

brutos.

Em seguida os extratos das espécies Trichilia casarettii e Trichilia
silvatica foram submetidos a particdo liquido-liquido, conforme ilustrado nos
Esquemas 1 a 4 (p. 53 a 56):
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4.4. 1ISOLAMENTO, PURIFICAGAO E ELUCIDAGAO DAS SUBSTANCIAS

No isolamento e purificagdo das substancias por técnicas cromatograficas
foi utilizado gel de silica (Merck Darmstadt) PF.s4 para as cromatografias em
camada delgada preparativa (20 x 20 cm), e silica gel 0,20 mm a 0,063 mm (60-
230 Mesh ASTM) para as cromatografias em coluna aberta. A visualizagao das
substancias em camada delgada preparativa foi feita por irradiagdo de luz
ultravioleta a 254 nm e 365 nm, e/ou pulverizadas com solucao de vanilina a 2%

em acido sulfurico.

As analises cromatograficas utilizando cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) foram realizadas em cromatofolha de aluminio com gel de silica
60 F2s54 Merck. As substancias foram visualizadas através de irradiagdo com
ldmpada ultravioleta (Aldrich) com comprimento de onda de 254 nm e 365 nm

e/ou pulverizadas com solugao de vanilina a 2% em acido sulfurico.

Os critérios de pureza adotados foram uma unica mancha em CCDA,

usando-se diferentes sistemas de eluentes.

Os pontos de fusédo (p.f.) foram determinados em aparelho tipo Kofler

marca Microquimica modelo MQAPF-301.

Na obtencédo dos espectros de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio ('H, 400 MHz e C, 100 MHz) foram utilizados aparelhos da marca
Jeol, modelo Eclipse, e Brilkker TOPSPIN Advance ('H, 500 MHz e **C, 125 MHz)
em solventes deuterados, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna. Os deslocamentos quimicos foram medidos em unidades adimensionais
(o) representando partes por milhdo da frequéncia aplicada. As constantes de

acoplamento (J) foram medidas em Hz.

Os espectros de massas de baixa resolugdo e cromatogramas em fase
gasosa foram obtidos em um equipamento de CG/EM marca Shimadzu modelo
QP-5050 A. Os de alta resolugéo foram obtidos no Laboratorio de Espectrometria
de Massas do Nordeste — LeMaNor no equipamento VG AUTOSPES FYSONE
INSTRUMENT.

A eliminagdo dos solventes de extratos e fragdes de colunas
cromatograficas foi feita sob pressdo reduzida em evaporadores rotatérios

Fisaton.
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Ao longo das descricbes de isolamento a seguir, varias fragbes deixaram
de ser trabalhadas. As analises por cromatografia em camada delgada analitica
mostraram a similaridade destas fragdes com as demais além de, em sua maioria,

a presenca de misturas complexas justificando o seu nao fracionamento.
4.4.1. Isolamento dos Constituintes Quimicos de Trichilia casarettii
4.4.1.1. Extrato em diclorometano dos galhos (TCLD)

O extrato em diclorometano (8,5 g) foi submetido a um fracionamento por
cromatografia em coluna com gel de silica e eluido com CH,Cl,/MeOH com
gradiente de polaridade. Originou-se 18 fracbes que foram reunidas por

similaridade através de cromatografia em camada delgada analitica em 4 novas

fragbes. Os dados estdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Fracionamento cromatografico da fragdo em diclorometano dos galhos.

Fracdes reunidas Cddigo Quantidade (q)
1a3 TCLD-1 1,78
4a7 TCLD-2 0,90
8a11 TCLD-3 1,60
12a18 TCLD-4 4,00

Dentre as quatro fracbes acima, apenas a TCLD-4 foi submetida a
postariores fracionamentos pois foi a que se apresentou em melhores condigbes
de separagao avaliada por cromatografia em camada delgada analitica, além de

apresentar a maior massa.

4.4.1.1.1. Isolamento do constituinte quimico da fracao TCLD-4.

A fragdo TCLD-4 foi submetida a um fracionamento por cromatografia em
coluna com gel de silica e eluida com hexano/acetato de etila com gradiente de
polaridade, obtendo-se 31 fracdes, que posteriormente, apds evaporacdo dos
solventes, foram reunidas por similaridade em cromatografia em camada delgada
analitica, resultando em 15 novas fragbes. Os dados encontram-se resumidos na
Tabela 4, p. 59.



Tabela 4: Fracionamento cromatografico da fragdo TCLD-4

59

Fracdes reunidas Cadigo Quantidade (mg)

1 TCLD-4-1 24,2

2 TCLD-4-2 20,2

3 TCLD-4-3 28,0

4 TCLD-4-4 50,2
5a6 TCLD-4-5 90,1
7a10 TCLD-4-6 309,3
11a12 TCLD-4-7 2279
13a14 TCLD-4-8 199,0
15a20 TCLD-4-9 528,9
21a22 TCLD-4-10 267,6
23a24 TCLD-4-11 261,2
25 TCLD-4-12 2994
26 TCLD-4-13 113,1
27 a 29 TCLD-4-14 615,9
30 a 31 TCLD-4-15 963,0

Cristais presentes nas fracbes TCLD-4-9 a TCLD-4-11 foram analisados

e identificados como a mistura de p-sitosterol e estigmasterol (ELA-11).

As fracbes TCLD-4-5 e TCLD-4-6 foram reunidas e renomeadas para

TCLD-4-5, que foi submetida a um fracionamento por cromatografia em coluna

com gel de silica e eluida com hexano/acetato de etila com gradiente de

polaridade. Foram coletadas 51 fragbes que posteriormente, apds evaporagao

dos solventes, foram reunidas por similaridade em cromatografia em camada

delgada analitica, resultando em 6 novas fragdes, mostrado na Tabela 5.

Tabela 5: Fracionamento cromatografico da fragao TCLD-4-5

Fracdes reunidas Cadigo Quantidade (mg)
1a13 TCLD-4-5-1 138,0
14 a 19 TCLD-4-5-2 122,1
20a23 TCLD-4-5-3 26,3
24 TCLD-4-5-4 19,5
25a40 TCLD-4-5-5 11,4
41 a 51 TCLD-4-5-6 57,9

A fragado TCLD-4-5-5 forneceu a cumarina escopoletina (ELA-16).
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4.4.1.2. Extrato hexanico das folhas (TCFH)

O extrato hexanico das folhas (2,0 g) foi submetido a uma cromatografia
em coluna empacotada com gel de silica, eluido com hexano/acetato de etila,
com gradiente de polaridade. Originou-se 33 fracdes que foram reunidas por
similaridade através de cromatografia em camada delgada analitica em 11 novas

fragbes. Os dados sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Fracionamento cromatografico da fragdo hexanica das folhas

Fracdes reunidas Cadigo Quantidade (mg)

1a9 TCFH-1 99,40
10 TCFH-2 78,00
11a 14 TCFH-3 57,20
15a 16 TCFH-4 (5) 227,40
17 a 18 TCFH-5(7) 430,80
19 TCFH-6 70,00
20 a 21 TCFH-7(9) 517,10
22a23 TCFH-8 52,80
24 a 25 TCFH-9 72,30
26 a 27 TCFH-10 163,90
28 a33 TCFH-11 143,30

4.4.1.2.1. Isolamento do constituinte quimico da fragao TCFH-5

A fragao TCFH-5 foi submetida a um fracionamento por cromatografia em
coluna com gel de silica (com uma pequena quantidade de carvao ativo), e eluida
com hexano/acetato de etila com gradiente de polaridade, obtendo-se 52 fragdes,
que posteriormente, apds evaporagdo dos solventes, foram reunidas por
similaridade em cromatografia em camada delgada analitica, resultando em 9

novas fragdes. Os dados encontram-se resumidos na Tabela 7.

Tabela 7: Fracionamento cromatografico da fragdo TCFH-5

Fracdes reunidas Cadigo Quantidade (mg)
1a2 TCFH-5-1 29
3a13 TCFH-5-2 4,3
14 a 22 TCFH-5-3 3,9
23 a 26 TCFH-5-4 6,1

27 a 33 TCFH-5-5 23,3



61

34 a40 TCFH-5-6 68,0
41 a 44 TCFH-5-7 21,2
45 a 46 TCFH-5-8 66,0
47 a 52 TCFH-5-9 29,9

A fragao TCFH-5-2 forneceu o diterpeno Fitol (ELA-10).
4.4.1.2.2. Isolamento do constituinte quimico da fragao TCFH-7.

A fragdo TCFH-7 foi submetida a um fracionamento por cromatografia em
coluna com gel de silica e eluida com hexano/acetato de etila com gradiente de
polaridade, obtendo-se 50 fragbes, que posteriormente, apds evaporagdo dos
solventes, foram reunidas por similaridade em cromatografia em camada delgada

analitica, resultando em 9 novas fragdes. Os dados estdo mostrados na Tabela 8:

Tabela 8: Fracionamento cromatografico da fracdo TCFH-7

Fracdes reunidas Cdodigo Quantidade (mg)
1a16 Descartada -
17 a 18 TCFH-7-1 7,40
19 a 23 TCFH-7-2 27,00

24 TCFH-7-3 5,70
25a29 TCFH-7-4 29,30
30a32 TCFH-7-5 34,30
33a37 TCFH-7-6 89,90
38 a40 TCFH-7-7 22,20
41 a 44 TCFH-7-8 163,40
45 a 48 TCFH-7-9 49,60
49 a 50 Descartadas -

A fragdo TCFH-7-2 apresentou-se como uma mistura de esterdides -

sitosterol e estigmasterol (ELA-11), também isolada na fragcdo TCFH-8.
4.4.1.2.3 Isolamento do constituinte quimico da fragao TCFH-9
A fracdo TCFH-9 foi submetida a um fracionamento por cromatografia em

coluna com gel de silica e eluida com hexano/acetato de etila com gradiente de

polaridade, obtendo-se 50 fragdes, que posteriormente, apds evaporacdo dos



62

solventes, foram reunidas por similaridade em cromatografia em camada delgada
analitica, resultando em 6 novas fragbes. Os dados encontram-se resumidos na
Tabela 9.

Tabela 9: Fracionamento cromatografico da fragao TCFH-9

Fracdes reunidas Cadigo Quantidade (mg)
1a4 Descartada -

5a10 TCFH-9-1 13,80
11a15 TCFH-9-2 53,50
16 a 25 TCFH-9-3 106,20
26 a 38 TCFH-9-4 297,60
39a45 TCFH-9-5 27,3

46 a 50 TCFH-9-6 18,10

A fracao TCFH-9-4 foi submetida a um fracionamento por cromatografia
em coluna empacotada com gel de silica e eluida com hexano/acetato de etila
com gradiente de polaridade, obtendo-se 49 fragdes, que posteriormente, apds
evaporacgao dos solventes, foram reunidas por similaridade em cromatografia em
camada delgada analitica, resultando em 6 novas fragdes. Os dados encontram-

se resumidos na Tabela 10.

Tabela 10: Fracionamento cromatografico da fragado TCFH-9-4

Fracbes reunidas Cddigo Quantidade (mg)
1a4 Descartada -
5a10 TCFH-9-4-1 10,10
11a15 TCFH-9-4-2 14,70
16 a 25 TCFH-9-4-3 33,80
26 a 38 TCFH-9-4-4 34,70
39a45 TCFH-9-4-5 19,80
46 a 49 TCFH-9-4-6 42,30

A fragdo TCFH-9-4-1 forneceu o cicloartano ELA-13, e a fragcao TCFH-9-
4-5 foi novamente purificada por cromatografia em coluna empacotada com gel de
silica e eluida com hexano/acetato de etila com gradiente de polaridade,

resultando no isolamento de 8,0 mg do esterdide ELA-14.
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4.4.1.3. Extrato metandlico das folhas (TCFM)

O extrato metandlico das folhas (8,0 g) foi submetido a uma
cromatografia em coluna empacotada com gel de silica e eluida com
hexano/acetato de etila com gradiente de polaridade. Originou-se 31 fragdes que
foram reunidas por similaridade através de cromatografia em camada delgada

analitica em 8 novas fracdes onde os dados sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11: Fracionamento cromatografico da fragado metandlica das folhas

Fracdes reunidas Cadigo Quantidade (mg)

1a3 TCFM-1 19,3
4a9 TCFM-2 100,8

10a 11 TCFM-3 23,0

12a13 TCFM-4 55,8

14 a 23 TCFM-5 518,0

24 a 26 TCFM-6 462,3

27 a 28 TCFM-7 6736,9

29 a 31 TCFM-8 13,9

4.4.1.3.1 Isolamento do constituinte quimico da fragao TCFM-5

A fragao TCFM-5 foi submetida a um fracionamento por cromatografia em
coluna empacotada com gel silica e eluida com hexano/acetato de etila com
gradiente de polaridade, obtendo-se 67 fragbes, que posteriormente, apds
evaporagao dos solventes, foram reunidas por similaridade em cromatografia em
camada delgada analitica, resultando em 11 novas fragées. Os dados encontram-

se resumidos na Tabela 12.

Tabela 12: Fracionamento cromatografico da fragdo TCFM-5

Fracdes reunidas Cadigo Quantidade (mg)
1a3 TCFM-5-1 47,78
4a6 TCFM-5-2 57,90
7a9 TCFM-5-3 55,82
10a 15 TCFM-5-4 54,49
16 a 19 TCFM-5-5 22,00
20 a 27 TCFM-5-6 18,99

28 a 37 TCFM-5-7 66,81
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38 a45 TCFM-5-8 58,00
46 a 54 TCFM-5-9 78,87
55 a 66 TCFM-5-10 37,90

67 TCFM-5-11 14,32

A fragdo TCFM-5-7 foi submetida a uma cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP), eluida com hexano/acetato 30% fornecendo 3,3 mg
do cicloartano ELA-29.

4.4.1.3.2 Isolamento do constituinte quimico da fragao TCFM-6

A fracdo TCFM-6 foi submetida a um fracionamento por cromatografia em
coluna empacotada com gel de silica e eluida com hexano/acetato de etila com
gradiente de polaridade, obtendo-se 89 fragbes, que posteriormente, apds
evaporacgao dos solventes, foram reunidas por similaridade em cromatografia em
camada delgada analitica, resultando em 14 novas fragées. Os dados encontram-

se resumidos na Tabela 13.

Tabela 13: Fracionamento cromatografico da fragado TCFM-6

Fracdes reunidas Cadigo Quantidade (mg)
1a4 TCFM-6-1 20,1
5a10 TCFM-6-2 2,0
11a13 TCFM-6-3 17,0
14 a 20 TCFM-6-4 1,8
21a29 TCFM-6-5 25
30a37 TCFM-6-6 119,1
38 a46 TCFM-6-7 98,0
47 a 51 TCFM-6-8 20,5
52 a 66 TCFM-6-9 12,7
67a73 TCFM-6-10 5,6
74a77 TCFM-6-11 2,3
78 a 80 TCFM-6-12 20,4
81a83 TCFM-6-13 88,9
84 a 89 TCFM-6-14 41,6

A fracdo TCFM-6-8 forneceu o esterdide ELA-18.
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4.4.1.3.3 Isolamento do constituinte quimico da fragao TCFM-7

A fragao TCFM-7 foi submetida a um fracionamento por cromatografia em
coluna empacotada com gel de silica e eluida com hexano/acetato de etila com
gradiente de polaridade, obtendo-se 49 fragdes. Apds evaporagao dos solventes,
foram reunidas por similaridade em cromatografia em camada delgada analitica,
resultando em 15 novas fragdes. Os dados encontram-se resumidos na Tabela
14.

Tabela 14: Fracionamento cromatografico da fragdo TCFM-7

Fracdes reunidas Caodigo Quantidade (mg)
1a3 TCFM-7-1 367,8
4a6 TCFM-7-2 811,8
7a9 TCFM-7-3 443,0

10a 11 TCFM-7-4 255,8
12a15 TCFM-7-5 1.300,9
16 a 20 TCFM-7-6 567,7
21a25 TCFM-7-7 152,3
26 a 30 TCFM-7-8 123,4
31a36 TCFM-7-9 1.065,9
36 a 37 TCFM-7-10 359,7
38a40 TCFM-7-11 203,8
40 a 43 TCFM-7-12 567,0
44 TCFM-7-13 129,8
45 a 46 TCFM-7-14 318,0
47 TCFM-7-15 66,2

A fracdo TCFM-7-5 foi submetida a um fracionamento por cromatografia
em coluna empacotada com gel de silica e eluida com hexano/acetato de etila
com gradiente de polaridade, obtendo-se 78 fragdes, que posteriormente, apos
evaporagao dos solventes, foram reunidas por similaridade em cromatografia em
camada delgada analitica, resultando em 14 novas fragdes. Os dados encontram-

se resumidos na Tabela 15:

Tabela 15: Fracionamento cromatografico da fragdo TCFM-7-5
Fracdes reunidas Cddigo Quantidade (mg)

1a3 TCFM-7-5-1 448,00
4a6 TCFM-7-5-2 5,70
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7a9 TCFM-7-5-3 46,90
10a17 TCFM-7-5-4 155,60
18 a 20 TCFM-7-5-5 24,70
21a32 TCFM-7-5-6 12,60
33a39 TCFM-7-5-7 43,50
40 a 46 TCFM-7-5-8 145,90
47 a 50 TCFM-7-5-9 46,50
51a58 TCFM-7-5-10 14,20
59 a 69 TCFM-7-5-11 9,20
70a73 TCFM-7-5-12 42,30
74a76 TCFM-7-5-13 44,80
77a78 TCFM-7-5-14 24,60

As fragcbes TCFM-7-5-3 e TCFM-7-5-4 foram reunidas e renomeadas

para TCFM-7-5-3. A nova fragdo foi entdo purificada através de uma nova
cromatografia em coluna empacotada com gel de silica e eluida com
hexano/acetato de etila com gradiente de polaridade, fornecendo 8,9 mg do
cicloartano ELA-22.

A fracdo TCFM-7-6 foi submetida a um fracionamento por cromatografia
em coluna empacotada com gel de silica e eluida com hexano/acetato de etila
com gradiente de polaridade, obtendo-se 56 fragdes, que posteriormente, apos
evaporacgao dos solventes, foram reunidas por similaridade em cromatografia em
camada delgada analitica, resultando em 9 novas fragdes. Os dados encontram-

se resumidos na Tabela 16.

Tabela 16: Fracionamento cromatografico da fragcdo TCFM-7-6

Fracdes reunidas Cadigo Quantidade (mg)

1a5 TCFM-7-6-1 10,0
6a12 TCFM-7-6-2 8,9

13a14 TCFM-7-6-3 3,5

15a 18 TCFM-7-6-4 23,5

19a23 TCFM-7-6-5 20,0

24 a 31 TCFM-7-6-6 72,9

32a43 TCFM-7-6-7 24,4

44 a 51 TCFM-7-6-8 102,8

52 a 56 TCFM-7-6-9 293,4

A fragao TCFM-7-6-7 forneceu o cicloartano ELA-19.
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A fracdo TCFM-7-9 foi submetida a um fracionamento por cromatografia
em coluna empacotada com gel de silica e eluida com hexano/acetato de etila
com gradiente de polaridade, obtendo-se 57 fragdes, que posteriormente, apos
evaporacao dos solventes, foram reunidas por similaridade em cromatografia em
camada delgada analitica, resultando em 6 novas fragdes. Os dados encontram-
se resumidos na Tabela 17.

Tabela 17: Fracionamento cromatografico da fragdo TCFM-7-9

Fracdes reunidas Caodigo Quantidade (mg)
1a5 TCFM-7-9-1 50,5
6a12 TCFM-7-9-2 226,4
13a 14 TCFM-7-9-3 597,1
15a 18 TCFM-7-9-4 96,6
19 a 23 TCFM-7-9-5 32,0
52 a 56 TCFM-7-9-6 6,6

A fracdo TCFM-7-9-2 foi submetida a um fracionamento por
cromatografia em coluna empacotada com gel de silica e eluida com
hexano/acetato de etila com gradiente de polaridade, obtendo-se 67 fragdes, que
posteriormente, apds evaporagcido dos solventes, foram reunidas por similaridade
em cromatografia em camada delgada analitica, resultando em 10 novas fragdes.

Os dados encontram-se resumidos na Tabela 18.

Tabela 18: Fracionamento cromatografico da fracdo TCFM-7-9-2

Fracdes reunidas Cadigo Quantidade (mg)

1a6 TCFM-7-9-2-1 1,5

7a11 TCFM-7-9-2-2 50,3
12 a 27 TCFM-7-9-2-3 76,0
28 a 47 TCFM-7-9-2-4 40,8
48 a 49 TCFM-7-9-2-5 6,3
50 a 52 TCFM-7-9-2-6 53
53 a 58 TCFM-7-9-2-7 36,6
59 a 61 TCFM-7-9-2-8 2,0
62 a 64 TCFM-7-9-2-9 3,7

65 a 67 TCFM-7-9-2-10 1,6
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Parte da fracado TCFM-7-9-2-2 (50,3 mg) foi submetida a uma
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), eluida com

hexano/acetato 25% fornecendo 11,0 mg do cicloartano ELA-2.
4.4.2. Isolamento dos constituintes quimicos de Trichilia silvatica
4.4.2.1. Extrato em diclorometano dos galhos (TSLD)

A fragdo em diclorometano (7,0 g) foi submetida a uma cromatografia em
coluna empacotada com gel de silica, e eluida com CH,Cl,/MeOH com gradiente
de polaridade. Originou-se 23 fragdes que foram reunidas por similaridade através
de cromatografia em camada delgada analitica em 9 novas fragdes onde os

dados sdo mostrados na Tabela 19.

Tabela 19. Fracionamento cromatografico da fragdo em diclorometano dos galhos

Fracdes reunidas Cdadigo Quantidade (mg)
1a2 TSLD-1 8,20
3 TSLD-2 112,00
4 TSLD-3 96,60
5a7 TSLD-4 299,50
8a10 TSLD-5 38,40
11a15 TSLD-6 141,1
16a19 TSLD-7 87,1
20 a 21 TSLD-8 60,60
22 a23 TSLD-9 5.934,30

A fragao TSLD-7 forneceu o triterpeno Lupeol (ELA-12).

4.4.2.1.1. Isolamento do constituinte quimico da fragao TSLD-9

A fracdo TSLD-9 foi submetida a um fracionamento por cromatografia em
coluna empacotada com gel de silica e eluida com hexano/acetato de etila com
gradiente de polaridade, obtendo-se 49 fragbes, que posteriormente, apds
evaporagao dos solventes, foram reunidas por similaridade em cromatografia em
camada delgada analitica, resultando em 19 novas fragbes. Os dados encontram-

se resumidos na Tabela 20, p. 69.
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Tabela 20: Fracionamento cromatografico da fragdo TSLD-9

Fracdes reunidas Cadigo Quantidade (mg)
1a2 TSLD-9-1 17,30
3a9 Descartadas -

10 TSLD-9-2 27,10
11 TSLD-9-3 242,00
12 TSLD-9-4 213,10
13 TSLD-9-5 2.352,80
14 a18 TSLD-9-6 26,00
19 a23 TSLD-9-7 124,40
24 a 25 TSLD-9-8 49,90
26 a 27 TSLD-9-9 47,10
28 a 29 TSLD-9-10 66,10
30a35 TSLD-9-11 152,80
36 a 38 TSLD-9-12 90,70
39 a41 TSLD-9-13 112,90
42 a 43 TSLD-9-14 135,50
44 a 45 TSLD-9-15 159,60
46 TSLD-9-16 372,50
47 TSLD-9-17 220,90
48 TSLD-9-18 50,10
49 TSLD-9-19 1.369,20

A fragdo TSLD-9-16 foi submetida a outros trés fracionamentos
cromatograficos em coluna empacotada com gel de silica e eluida com
hexano/acetato de etila com gradiente de polaridade, forneceu 30,00 mg do
sesquiterpeno ELA-26 na fragao TSLD-9-16-5-6-9.

4.4.2.2. Extrato em acetato de etila das folhas (TSFA)

A fragcdo em acetato de etila (4,0 g) foi submetida a uma cromatografia
em coluna empacotada com gel de silica, e eluida com CH,Cl,/MeOH com
gradiente de polaridade. Originaram-sem34 fragdes que foram reunidas por
similaridade através de cromatografia em camada delgada analitica em 12 novas

fragbes onde os dados sdo mostrados na Tabela 21, p. 70.
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Tabela 21: Fracionamento cromatografico do extrato em acetato de etila das
folhas

Fracdes reunidas Cddigo Quantidade (mg)
1a3 TSFA-1 6,6
4 TSFA-2 3,0
5 TSFA-3 1,7
6a8 TSFA-4 79
9a10 TSFA-5 5,3
11a15 TSFA-6 30,1
16 TSFA-7 63,6
17 TSFA-8 42,4
18 a 20 TSFA-9 175,6
21a23 TSFA-10 369,2
24 a 28 TSFA-11 1.866,0
29a34 TSFA-12 692,7

Desse fracionamento foram obtidas novamente as substancias Lupeol
(ELA-12) da fragdo TSFA-6-1; a mistura de B-sitosterol e estigmasterol (ELA-11)
da fracdo TSFA-6-2 e escopoletina (ELA-16) da fracado TSFA-6-15.

4.5. TESTES BIOLOGICOS

4.5.1. Atividade frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach

O teste de citotoxidade dos extratos foi efetuado de acordo com a
metodologia sugerida por McLaughlin, Chang e Smith em 1991: a massa de 50
mg de extrato foi solubilizada em 5 mL da mistura de solventes H,O:DMSO (3:2),
com a obtencdo de uma solucdo mae de 10.000 ppm. Os ovos do microcrustaceo
foram colocados em um microaquario com agua do mar artificial (24 g de NaCl,
1,5 g de CaCl.2H,0, 0,1 g de KBr, 0,7 g de KCI, 4,0 g de Na,SO,4, 0,2 g de
NaHCO; e 11 g de MgCI.6H,0 para 1 L de solugéo) por 48 horas em presenga de

luz para eclodirem, dividido em duas partes por uma peneira.

Apods eclosao, 15 larvas foram transferidas para um tubo de ensaio 1,
onde foram transferidos 25 uL da solugdo mae. O volume entdo foi completado
para 5 mL com agua do mar artificial, obtendo-se uma solugéo de concentragao

de 50 ppm. Seguindo o0 mesmo procedimento para os 4 tubos seguintes, obtendo-
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se as concentragdes de 100, 200, 300 e 500 ppm. O branco conteve apenas a
mistura de H,O:DMSO (3:2) e agua do mar artificial, sendo o teste realizado em

quadruplicata.

Depois de 24 horas em presenga de luz, foi realizada a contagem das
larvas mortas e vivas, onde os dados foram analisados pelo método Probitos de
analise para obtencdo das DLsy e respectivos intervalos de confianga (Finney,
1971) que segue a variagdo de atividade para extratos com valores de DLsp <
1000 mg/mL (Meyer et al., 1982).

Teste realizado no Laboratério de Ciéncias Quimicas - LCQUI da UENF.

4.5.2. Atividade Antitumoral - Linhagens de Células Tumorais Nao-Pequenas
do Pulmao NCI-H460

As amostras foram preparadas primeiramente solubilizando-se os extratos
em DMSO. Em seguida uma aliquota foi transferida para tubo de ensaio e o
volume completado com meio D-MEM-F12 de forma a se obter a concentracéo de
1000 ppm. Pela técnica da diluicdo obtive-se mais 3 concentragdes: 500, 250 e

125 ppm.

A viabilidade celular foi determinada através do microensaio colorimétrico
utiizando MTT  [3(4,5-dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazolium de  bromo]
(Mosmann, 1983). Este teste baseia-se na perda da integridade da membrana
celular das células ndo viaveis causando captacdo do corante vital. Ele mede,
portanto, a viabilidade celular de linfécitos de linhagem tumoral NCI-H460. O MTT
é reduzido pela enzima NADH desidrogenase mitocondrial gerando cristais de cor
violacea conhecidos como formazam. Como a atividade enzimatica sé ocorre em

células vivas, a reacao de reducao reflete a viabilidade das células na cultura.

As células foram incubadas por 72 horas com os extratos nas quatro
concentragdes e apds o tempo determinado (72 horas) foram adicionados 10 pL
de MTT (Sigma, 5mg/mL) para cada 100 pL de cultivo, sendo utilizado Triton
como controle negativo. As placas foram mantidas na estufa por quatro horas.
Apo6s esse periodo foram retirados 150 uL do sobrenadante de cada pogo e

depois adicionados 100 pL de uma solucdo de HCI com isopropanol,
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homogeneizando bem para a completa dissolugdo dos cristais de sal formados

pelo metabolismo mitocondrial.

A placa de 96 pocgos foi lida em espectrofotdbmetro (MULTISKAN-EX)
utiizando o comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram entao
analisados através da absorbancia de cada pogo e os experimentos foram
realizados em ftriplicatas e os dados analisados pelo método estatistico Graph
Pad Prism5, com a obtengédo do ICsy (concentragdo do extrato bruto que inibiu

50% da atividade enzimatica).

No presente trabalho foram testadas células nao pequenas do pulmao —
NCI-H460 em parceria com o Laboratério de Biologia do Reconhecer — LBR do

Centro de Biociéncias e Biotecnologia da UENF.

4.5.3. Atividade larvicida Aedes aegypti

Aliquotas contendo 1 mg, 2 mg, 5 mg e 10 mg, em triplicata das amostras
foram dissolvidas em 0,3 mL de dimetilsulfoxido, e transferidas para um béquer de
50 mL. Posteriormente, foram adicionadas 50 larvas de terceiro estagio (Gadelha
e Toda, 1985) juntamente com 19,7 mL de agua. Paralelamente, foram feitos
testes em branco, utlizando-se d4gua e DMSO a 1,5 %. Apos 24 horas, foi
realizada a contagem das larvas exterminadas e calculada a CLs (Oliveira et al.,
2002).

Os testes foram realizados em parceria com o Departamento de

Farmacia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Ceara.

4.5.4. Atividade Antimicrobiana

4.5.4.1. Staphylococcus aureus

O experimento foi realizado com seis cepas de S. aureus, descritas no
Quadro 1, p. 73, da colegdo do Laboratorio de Sanidade Animal (LSA)/CCTA e

com onze extratos das espécies Trichilia casarettii e Trichilia silvatica, obtidos no
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Laboratério de Ciéncias Quimicas (LCQUI) — Setor de Produtos Naturais/CCT da
UENF.

O preparo dos indculos consistiu em reativacao individual de cada cepa
em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Acumedia, EUA), com incubagao a 37°C por
24 horas, seguido de suspensao também em caldo BHI com turvagdo equivalente
0,5 McF em fotdmetro (Densimat®, bio Mérieux, Franga) com leitor 6tico de

comprimento de onda 550 nm.

Quadro 1. Cepas de S. aureus utilizados nos testes de inibicao pelo método de
difusdo em agar.

Staphylococcus aureus

LSA-88: esta cepa foi isolada do leite de vacas com mastite subclinica em um
rebanho da regido norte fluminense. Esta cepa € produtora de enterotoxinas.

COL: esta cepa corresponde ao perfil metilcilina-resistente (MRSA)

Smith Diffuse (ATCC 13709): cepa produtora de capsula

Wood 46 (ATCC 10832): cepa fracamente produtora de capsula

RN 6390B (ATCC 55620): cepa selvagem agar positivo

ATCC 25923: cepa-padrao para testes de sensibilidade a drogas

Apds a remogao completa do solvente de origem de cada extrato, as
amostras foram preparadas com a solubilizagdo dos extratos em DMSO p.a.
(dimetilssulfoxido — VETEC, Brasil), obtendo-se as concentragbes de 10 mg/mL.
O antibidtico (concentragdo 10 ug/mL) de referéncia usado como controle positivo
foi a gentamicina (Sigma, EUA) e o solvente DMSO p.a. foi utilizado como

controle negativo.

Os Quadros 2 e 3 (p. 74) descrevem os extratos vegetais testados em

duas etapas distintas:
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Quadro 2. Descrigao dos extratos obtidos a partir dos géneros Trichilia

Planta Parte Solvente Sigla Numero
Galhos Acetato de etila TCMA 1
T. casaretii n-butandlico TCFB 2
Folhas
Metanodlico TCFM 3
T. silvatica Galhos Diclorometano TSMD 4

Quadro 3. Descrigao dos extratos testados na segunda etapa de testes

Planta Parte Solvente Sigla Numero

Diclorometano TCMD 1

Galhos
n-butandlico TCMB 2

T. casaretii

Hexano TCFH 3

Folhas
Acetato de etila TCFA 4
Acetato de etila TSMA 5

Galhos
T. silvatica n-butandlico TSMB 6
Folhas Metanodlico bruto TSFM 7

4.5.4.1.1. Métodos de Determinagao

4.5.4.1.1.1. Difusdao em Agar

Este ensaio foi realizado de acordo com o método da difusdo em agar

(método de Kirby-Bauer modificado) descrito por e Rojas e colaboradores (2006).

Aliquotas de 100 pL das suspensdes de microorganismos foram semeadas
em placas contendo agar BHA (Acumedia, EUA), com auxilio de um swab estéril.
O agar foi perfurado com o auxilio de um perfurador formando orificios circulares
com 5,0 mm de didmetro, onde foram adicionados individualmente 35 uL de cada

extrato (apresentados nos Quadros 2 e 3), 35 pL do antibidtico gentamicina e 35
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ML do solvente DMSO. Apds a incubagao das placas por 24 horas em estufa tipo
B.0.D. a 37° C, foi analisada a formacéao dos halos de inibicdo do crescimento em

torno dos pocos e medidos com o auxilio de um paquimetro.

O experimento foi realizado em triplicata e as médias das medidas dos
halos foram comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade,

utilizando o pacote estatistico SAEG.

4.5.4.1.1.2. Método das diluigées seriadas

O extrato em acetato de etila dos galhos de T. silvatica [TSMA (5)] foi
selecionado dentre os extratos testados do Quadro 3, p. 74 por apresentar
maiores halos de inibicdo para todas as cepas. Para este experimento foram
utilizadas as cepas ATCC 25923 e LSA 88 como indculos. O extrato foi submetido
a uma diluicdo seriada em caldo BHI de maneira a se obter tubos com as
concentragdes: 150, 75, 32, 16, 8 e 4 ug/mL, em seguida cada tubo da diluicdo
recebeu 100 uL dos indculos recém-preparados com turvagao de 0,5 McF. Apds
incubagéo a 37° C por 24 horas em estufa tipo B.O.D., 100 uL do conteudo de
cada tubo foram semeados em agar BHA contido em placas de Petri com 10 cm
de diametro, com o auxilio de uma alga de Drigalski. As placas foram incubadas a
37°C por 24 horas em estufa tipo B.O.D. e posteriormente foram submetidas a
contagem de colbnias. Os resultados em triplicatas foram expressos em unidades

formadoras de col6nias (UFC).

4.5.4.2. Patégenos na flora bucal

A atividade bioldgica dos extratos frente ao Streptococcus mutans ATCC
25175 (adquirido no estoque da FIOCRUZ) foi avaliada através do método de
difusdo em Agar descrito no item 4.5.4.1.1.1., com pequenas modificacdes, a
saber, utilizando agar sangue e todo o procedimento de crescimento em estufa
tipo B.O.D. com as placas contidas em jarras de anaerobiose. Foram testados os
extratos descritos na Tabela 22, p. 76. Os pogos foram individualmente

preenchidos com 50 yL de cada tratamento: gentamicina (1 mg/mL), DMSO P.A.
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(solvente utilizado para a diluigdo das amostras) e extratos (nas concentragdes de
50 mg/mL). O experimento foi realizado em ftriplicata e os resultados das medidas

dos halos foram expressos em mm.

Tabela 22: Extratos testados frente ao microorganismo Streptococcus mutans

Diclorometano TCFD*
Folhas
Acetato de Etila TCFA*
Hexanico TCFH
T. casarettii Butanolico TCFB
Galhos Acetato de Etila TCMA
Butanolico TCMB

* Extratos submetidos a analise das microdiluicées para obtencéo da CMI

O teste para a bactéria Streptococcus mutans foi efetuado em parceria

com o LSA, no Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da UENF.

4.5.4.2.1. Outros microorganismos presentes na flora bucal

Foram utilizadas cepas padrédo de Enterococcus faecalis (ATCC 4082),
Streptococcus salivarius (ATCC 25975), Streptococcus mitis (ATCC 49456),
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus sobrinus (ATCC 33478),
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) e Lactobacillus casei (ATCC 11578) para

o teste de concentragdo minima inibitéria seguindo a metodologia seguinte:

Os meios de cultura e reagentes utilizados foram: Agar sangue BD®;
Caldo triptona soja (TSB) BD®; Sangue desfibrinado estéril de carneiro, Biotério
Rodrigues®; Resazurina, Aldrich®; Digluconato de clorexidina - Sigma®, Cloreto de
Sédio - Cinética®, Dimetil sulfoxido - Merck®.

O teste com as bactérias Streptococcus salivarius, Enterococcus faecalis,
Lactobacillus casei, Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus e
Streptococcus mitis foi realizado no ensaio de Concentragdo Minima Inibitéria
(CMI) pelo LaPeMa — Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada da
UNIFRAN — Universidade de Franca.
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4.5.4.2.1.1. Determinagdo da concentragao inibitéoria minima (CIM) pelo

método de microdiluicdo em caldo usando microplacas.

Em microplacas esterilizadas de 96 orificios foram adicionados o caldo
triptona soja, as solugbes das amostras (extratos, das fragbes ou substancias
puras) e as suspensdes padronizadas dos microorganismos, totalizando 100 pulL.
As amostras foram avaliadas nas seguintes concentragdes: 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250, 300, 350 e 400
ug.mL™. Estas concentragdes foram obtidas através do método de microdiluigio
em microplaca sendo que a solugdo de menor concentragcdo, onde ocorreu a
inibicdo do crescimento microbiano detectado apds a adicdo de resazurina,
corresponde ao valor de concentracdo minima inibitéria (CMI). Todos os
experimentos foram realizados em capela de fluxo laminar, tomando-se os
cuidados necessarios e empregando-se vidrarias, ponteiras e meios de cultura
previamente esterilizados.

Foram realizados o0s seguintes controles negativos: controle de
esterilidade do caldo (TSB) (100 uL de caldo triptona soja), controle das culturas -
indculo (que devem apresentar crescimento microbiano, devido a auséncia de
agentes antimicrobianos) (80 uL de caldo triptona soja + 20 uL do in6culo) e
controle de esterilidade do sistema solvente utilizado na solubilizacdo dos extratos
e das substancias isoladas (99 uL de caldo triptona soja e 1 uL de DMSO), que
devem apresentar auséncia de crescimento. Além disso, foi realizado também o
controle do DMSO (mistura de 1 a 5 uL de DMSO, de 75 a 79 uL de caldo triptona
soja e 20 uL de in6culo em 5 orificios), que devem apresentar crescimento
bacteriano, indicando a auséncia de interferéncia do DMSO no crescimento dos

microorganismos.

Como controle positivo frente aos microorganismos indicadores utilizou-se
digluconato de clorexidina a 0,02 mg.mL'1. Conforme mencionado anteriormente,
as atividades foram avaliadas para concentragdes finais da clorexidina (nos pogos

das microplacas) na faixa de 0,0115 uL.mL" a 5,9 uL.mL"™".

As microplacas foram seladas com parafilme e permaneceram incubadas
a 37°C durante 24 h. Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus

sanguinis, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei foram incubados em
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microaerofilia (5% CO;), enquanto Streptococcus salivarius e Enterococcus
faecalis foram incubados em aerofilia. Posteriormente, foram adicionados em
cada orificio 30 pL de solugdo aquosa de resazurina a 0,02 %. A manutengéo da
cor azul nos orificios é interpretada como auséncia de crescimento microbiano

(microorganismo sensivel a substancia avaliada).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Trichilia casarettii E Trichilia silvatica

O estudo fitoquimico das duas espécies de Trichilia permitiu o isolamento

e identificacdo de 13 substancias, apresentadas na Figura 7, p. 80.
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ELA-2 ELA-19 ELA-22
(TCFM) (TCFM) (TCFM)

ELA-13 ELA-29 ELA-18
(TCFH) (TCFM) (TCFM)

ELA-11a ELA-11b ELA-14
(TCLD e TSFA) (TCLD e TSFA) (TCFH)
ELA-10
(TCFH)
HO 0~ Yo
ELA-16 ELA-12
(TSFA) (TSLD) (TSLD e TSFA)

Figura 7: Substancias isoladas das espécies Trichilia casarettii e Trichilia silvatica
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5.1.1. Determinacéao Estrutural dos Triterpenos Cicloartanos

Os cicloartanos séo triterpenos que possuem uma caracteristica marcante,

a presenca de um anel de trés membros, advindo de uma nova ligagdo entre os

atomos de carbono C-9 e C-19. A Figura 8 abaixo mostra um esqueleto carbdnico

basico de um triterpeno cicloartdnico, bem como a numeracdo dos seus

respectivos atomos de carbono.

Figura 8: Esqueleto carbonico basico de um triterpeno cicloartanico

Os esqueletos carbdnicos dos triterpenos cicloartanicos possuem

algumas caracteristicas estruturais que podem ser discutidas de forma geral
(Pupo, 1997):

a.

b.

C.

A presenca de dois sinais duplos no espectro de RMN H na regiao entre
oy 0,3 e 0,8, acoplando entre si com uma constante de acoplamento (J) de
aproximadamente 4,0 Hz, sdo absorgdes indicativas da ponte metilénica
formando um anel ciclopropénico, referente aos dois hidrogénios ligados ao
atomo de carbono CH»-19 (Furlan, Roque e Wolter-Filho, 1993).

A presenca de substituintes nos anéis A e C afetam os deslocamentos
quimicos (8) dos atomos de hidrogénios do anel ciclopropanico. Por
exemplo, a presengca de um grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono
CH-3, provoca alteragdes nos valores de & dois sinais duplos no espectro

de RMN 'H, passando agora para a regigo entre 84 0,3 e 0,5.

A conformacéao dos triterpenos cicloartanos definida por analise de Raios-
X, mostrou as seguintes conformagdes: Anel A (conformagéo cadeira),
Anel B (conformagao cadeira torcida), Anel C (conformagéao bote). A jungao
dos anéis B/C é cis e o Anel D tem forma de envelope. O anel de trés

membros possui estereoquimica f3.
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d. Em um triterpeno cicloartdnico sem funcionalizacbes observa-se a

presenga de sete grupos metila.

Da espécie Trichilia casaretti foram isolados um total de cinco triterpenos
cicloartanicos: quatro do extrato metandlico das folhas: ELA-2, ELA-19, ELA-22 e
ELA-29 dos quais, ELA-2, ELA-22 e ELA-29 sdo inéditos na literatura pelo
melhor do conhecimento; e um do extrato hexanico das folhas, ELA-13. A seguir

far-se-a a determinacéo estrutural dos cinco triterpenos cicloartanicos.
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5.1.1.1. Determinacgao estrutural de ELA-2

A substancia ELA-2 (11,0 mg) foi isolada como um sélido amorfo,
apresentando ponto de fusdo 156°C e poder de rotagéo 6tica de [a]y +27,3 (0,02
mg/mL, CHCI3). A substancia ELA-2 mostrou a presenga de dois sinais duplos no
espectro de RMN H (Figuras 9 e 10, v. 2, pgs. 3 e 4) em 64 0,56 e 0,35
acoplando entre si, e comprovado pelo espectro de 'H-'H-COSY (Figuras 17 e 18,
v. 2, pgs. 11 e 12) com uma constante de acoplamento de J= 4,1 Hz, referentes
aos dois hidrogénios 2H-19 do anel ciclopropanico presente em esqueleto

carbdnico de um triterpeno cicloartanico.

O espectro de RMN "*C-APT (Figuras 11 e 12, v. 2, pgs. 5 e 6) revelou a
presenca de 31 sinais de atomos de carbono para ELA-2, o que levou a propor a
estrutura de um triterpeno cicloartanico com um atomo de carbono a mais na
cadeia lateral. O espectro de RMN *C (Figura 14, v.2, p. 5) exibiu também a
presenca de dois atomos de carbono sp2 em o¢ 153,5 (C-24) e 109,8 (CH2-31),
caracteristicos de grupo metileno exociclico (Silverstein, 2007), corroborado pelas
correlacdes heteronucleares 1Jcn entre 8¢ 109,8 (CH2-31) com dois sinais simples
em oy 4,93 (Ha-31) e 4,84 (Hb-31) apresentadas no espectro de HMQC (Figuras
15 e 16, v. 2, pgs. 9 e 10), confirmando assim a presenca adicional de um atomo
de carbono.

O espectro de RMN "®*C-APT (Figuras 11 e 12, v. 2, pgs. 5 e 6) revelou
ainda a presenca de um carbono carbindlico adicional em 3¢ 70,3 correlacionando
a '"Joy com um sinal duplo em 64 3,78 (J= 10,6 Hz) no espectro de HMQC
(Figuras 15 e 16, v. 2, pgs. 9 e 10), corroborando com a presenga de um grupo

hidroxila na cadeia lateral.
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Os valores dos deslocamentos quimicos dos dois hidrogénios 2H-19 do
anel ciclopropanico, a presenca de um sinal em &¢ 78,8 no espectro de RMN 3c-
APT (Figura 14, v. 2, p. 5), correlacionando com um sinal duplodupleto no
espectro de HMQC (Figuras 15 e 16, v. 2, pgs. 9 e 10) em &y 3,28 (J= 11,1 e 4,1
Hz) indicam a estrutura de um triterpeno cicloartanico para ELA-2, com a
presenca de um grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-3 com

estereoquimica f3.

A confirmagado da presenga do grupo hidroxila ligado ao atomo de
carbono CH-3 em ELA-2 foi corroborada pelas correlagbes heteronucleares a
longa distancia 3Jcy entre o atomo de carbono CH-3 (8¢ 78,8) com os dois grupos
metila em oy 0,97 (Me-28) e 0,81 (Me-29) apresentadas no espectro de HMBC
(Figuras 13 e 14, v. 2, pgs. 7 e 8).

Esses dados sugerem que a cadeia lateral possui a formula molecular
expandida (C)(C=)(CH),(CH-OH)(CH2)(CH2=)(CH3)3 = CoH170.

A localizagdo do grupo hidroxila no atomo de carbono CH-22 foi
confirmada pela correlagéo heteronuclear a longa distancia 3JcH entre o dtomo de
carbono CH-22 (5¢ 70,3) com o sinal duplo em &4 0,89 (J= 6,0 Hz) relativo aos
hidrogénios do grupo metila Me-21, apresentada no espectro de HMBC (Figuras
13e14,v. 2, pgs. 7 e 8).

A localizag&o do grupo metileno no atomo de carbono C-24 foi confirmada
através das correlagdes heteronucleares a longa distancia 2Jon entre o atomo de
carbono C-24 (6¢c 153,5) com os dois hidrogénios 2H-23 em 64 2,24 (H-23b) e
1,95 (H-23a), e 3 Jon com hidrogénios dos grupos metila em 64 1,08 (Me-27) e 1,05
(Me-26) apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 13 e 14, v. 2, pgs. 7 e 8).

As demais correlagdes heteronucleares estdo apresentadas na Tabela 23, p. 86.

A localizagdo do grupo carbonila no atomo de carbono C-12 foi apoiada
na correlacéo heteronuclear a longa distancia 3JCH entre o atomo de carbono C-12
(6c 218,0) com o sinal simples em &4 0,90 relativo aos hidrogénios do grupo metila

Me-18, apresentada no espectro de HMBC (Figuras 13 e 14, v. 2, pgs. 7 € 8).

A estereoquimica do grupo HO-3p, foi definida através das interagbes
espaciais entre o atomo de hidrogénio H-3a. com o hidrogénio H-50. € com os

hidrogénios 3H-29a, enquanto que a estereoquimica do grupo hidroxila HO-22a.
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foi definida através das interagdes espaciais entre H-223 com o hidrogénio H-203
e com o hidrogénio H-23p3, ambas apresentadas no espectro de 'H-'"H-NOESY
(Figuras 19 e 20, v. 2, pgs. 13 e 14). As demais interagbes encontram-se

sumarizadas na Tabela 23 p. 86.

A comprovacao final da proposta estrutural para o triterpeno cicloartanico
ELA-2 veio com o espectro de massas de alta resolugédo (EM/EM) (Figura 21, v.
2, p. 15) mostrando um sinal em m/z 471,3475 (Am/z = 0,036) correspondente ao
pico [M+H]", que juntamente com o espectro de RMN "*C—APT (Figura 11, v. 2, p.
5), pode-se propor a férmula molecular C31Hs50O3 para o triterpeno ELA-2,
comprovando assim a proposta estrutural para o triterpeno cicloartanico ELA-2
como o 24-metilenocicloartano-12-oxo-3p3,22a-diol, inédito na literatura pelo
melhor do conhecimento. Os dados de RMN do triterpeno cicloartanico ELA-2
foram comparados com dados de dois modelos de triterpenos cicloartanicos
(Tabela 23, p. 86) presentes na literatura, ELA-2a e ELA-2b (Verotta et al., 1998;
Haba et al., 2007).
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Tabela 23: Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "*C (100 MHz) da substancia
ELA-2, em CDCI;, e as correlagbes observadas no espectro de HMQC e HMBC.
Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm, e as constantes de acoplamento
(J) em Hz. Dados de RMN "*C dos modelos ELA-2a ('"H a 600 MHz, Py-ds + D;0)
e ELA-2b.

ELA-2 ELA-2a ELA-2b
3¢ Oy “Jon *Jon Sc Sc
C
4 40,7 - 3H-28; 3H-29 42,7 43,8
9 19,5 - 21,3 19,9
10 29,9 - 29,3 26,5
12 218,0 - 3H-18 - -
13 49,0 - 3H-18 3H-30 45,8 45,2
14 48,0 - 3H-30 3H-18 47,0 49,0
24 153,5 - 2H-23; 2H-31 3H-26; 3H-27 - 156,9
25 - - - - 130,0 -
CH
3 78,8 3,28 (dd, 11,1; 4,1) 3H-28; 3H-29 89,2 771
5 48,0 1,30 (dd) 3H-28; 3H-29 54,1 42,5
6 - - - - 68,0 -
8 471 3H-30 47,0 47,9
16 - - - - 83,0 -
17 49,0 1,53 (m) 3H-18; 3H-21 57,0 52,2
20 40,9 1,84 (m) 3H-21 304 36,1
22 70,3 3,78 (dl, 10,6) 2H-23 3H-21 - -
24 - 126,9 -
25 33,1 - 33,8
CH,
1 32,8 2H-19 32,6 31,3
2 32,0 304 30,4
6 21,6 - 21,6
7 25,4 38,5 25,9
11 272 1,98 (m); 1,34 (m) 2H-19 26.4 28.1
12 - - 33,0 35,7
15 457 3H-30 48,2 32,8
16 25,4 - 26,5
19 30,3 0,56 (d, 4,1) 30,3 30,2
0.35 (d. 4.1)
22 - 371 35,1
23 36,1 2,24 (td, 13,5; 7,0) 25,8 31,7
1,95 (m)
28 - - - 71,3
31 109,8 4,93 (s), 4,84 (s) 2H-23 ; 106,1
CH,
18 12,1 0,90 (s) 19,1 18,0
21 19,5 0,89 (d, 6,0) 17,9 18,3
26 22,3 1,05 (s) 17,9 21,8
27 21,6 1,08 (s) 25,9 21,9
28 25,4 0,97 (s) 3H-29 29,1 -
29 14,2 0,81 (s) 3H-28 16,8 10,1
30 180 1.01 (s) 20,4 19,2
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5.1.1.2. Determinacgao Estrutural de ELA-19

A substancia ELA-19 foi isolada como um 6leo amarelo. A presenca de
dois sinais duplos no espectro de RMN "H (Figuras 22 e 23, v. 2, pgs. 16 € 17) em
84 0,56 e 0,35 acoplando entre si, e comprovado pelo espectro de 'H-'"H-COSY
(Figuras 31 e 32, v. 2, pgs. 25 e 26) com uma constante de acoplamento de J=
4,0 Hz, referentes aos dois hidrogénios 2H-19 do anel ciclopropanico presente em

esqueleto carbénico de um triterpeno cicloartanico.

O espectro de RMN *C (Figuras 24 e 25, v. 2, pgs. 18 e 19) revelou a
presenca de 31 sinais de atomos de carbono para ELA-19, semelhante ao
triterpeno ELA-2, o que levou a propor a estrutura de um triterpeno cicloartanico
com um atomo de carbono a mais na cadeia lateral. O espectro de RMN "*C
(Figuras 24 e 25, v. 2, pgs. 18 e 19) exibiu também a presencga de dois atomos de
carbono sp? em 8¢ 153,6 (C-24) e 110,0 (CH,-31), caracteristicos de grupo
metileno exociclico (Silverstein, 2007), corroborado pelas correlagdes
heteronucleares 1JCH entre d¢c 109,99 (CH2-31) com dois sinais simples em oy 4,94
(Ha-31) e 4,84 (Hb-31) apresentadas no espectro de HSQC (Figuras 29 e 30, v. 2,

pgs. 23 e 24), confirmando assim a presenga adicional de um atomo de carbono.

O espectro de RMN "3C (Figuras 24 e 25, v. 2, pgs. 18 e 19) revelou ainda
a presenca de um carbono carbindlico adicional em ¢ 70,49 correlacionando a
1JCH com um sinal duplo em &4 3,78 (J= 10,5 Hz) no espectro de HSQC (Figuras
29 e 30, v. 2, pgs. 23 e 24), corrobora com a presenga de um grupo hidroxila na

cadeia lateral.

Os valores dos deslocamentos quimicos dos dois hidrogénios 2H-19 do

anel ciclopropanico, a presenga de um sinal em 8¢ 79,0 no espectro de RMN '*C
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e DEPT 135° (Figuras 24 a 26, v. 2, pgs. 18 a 20) correlacionando com um sinal
duplodupleto no espectro de HSQC (Figuras 29 e 30, v. 2, pgs. 23 e 24) em dy
3,28 (J= 10,5 e 6,0 Hz) indicam a estrutura de um triterpeno cicloartanico para
ELA-19, com a presenca de grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-3

com estereoquimica f3.

A confirmagdo da presengca do grupo hidroxila ligado ao atomo de
carbono CH-3 em ELA-19 foi corroborada pelas correlagdes heteronucleares a
longa distancia Jcy entre o atomo de carbono CH-3 (3¢ 79,01) com os dois
grupos metila em 6y 0,81 (Me-28) e 0,97 (Me-29) apresentadas no espectro de
HMBC (Figuras 27 e 28, v. 2, pgs. 21 e 22).

Esses dados sugerem que a cadeia lateral possui a formula molecular
expandida (C)(C=)(CH),(CH-OH)(CH2)(CH2=)(CH3)3 = CoH170.

A localizagdo do grupo hidroxila no atomo de carbono CH-22 foi
confirmada pela correlagéo heteronuclear a longa distancia 3JcH entre o dtomo de
carbono CH-22 (8¢ 70,48) com o sinal duplo em &4 0,90 (J= 6,5 Hz) relativo aos
hidrogénios do grupo metila Me-21, apresentada no espectro de HMBC (Figuras
27 e 28, v. 2, pgs. 21 e 22).

A localizag&o do grupo metileno no atomo de carbono C-24 foi confirmada
através das correlagdes heteronucleares a longa distancia 2Jow entre o tomo de
carbono C-24 (5¢ 153,79) com os dois hidrogénios 2H-23 em oy 2,25 (H-23b) e
1,94 (H-23a), e 3 Jon com hidrogénios dos grupos metila em 64 1,08 (Me-27) e 1,06
(Me-26) apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 27 e 28, v. 2, pgs. 21 e 22).

As demais correlagdes heteronucleares estdo apresentadas na Tabela 24 (p. 89).

Todos esses dados estdo consistentes com a estrutura para o triterpeno
cicloartanico ELA-19 como sendo o 24-metilenocicloartano-3f3,22-diol, isolado de
Guarea macrophylla (Lago e Roque, 2002), confirmando assim a proposta

estrutural.

Os dados de RMN apresentados na Tabela 24 (p. 89) permitiram ainda,
corrigir os valores de deslocamentos quimicos () para os atomos de carbono
CH»-12 e CH,-15, assinalados erroneamente (trocados) para o triterpeno 24-
metilenocicloartano-3p,22-diol, isolado de Guarea macrophylla (Lago e Roque,
2002).
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Tabela 24: Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN "*C (125 MHz) da substancia
ELA-19, em CDCl3 e as correlagdes observadas no espectro de HSQC e HMBC.
Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm, e as constantes de acoplamento
(J) em Hz, em comparagcdo com valores da literatura para o 24-

metilenocicloartano-3|§,22-dio| SELA-1 9a2.

ELA-19 ELA-19°
Sc o “Jo *Jen Sc

c

4 40,7 - H-5; 3H-28; 3H-29 40,8
9 20,2 - 2H-19 20,1
10 26,3 - H-5: 2H-19 H-8 26,1
13 459 . 3H-18 H-15; H-20: 3H-30 45,8
14 486 - H-8: H-15; 3H-30 H-17; 3H-18 48,4
24 1537 - 2H-23 3H-26; 3H-27 153,6
CH

3 79,0 3,28 (dd, 10,5, 6,0) H-1a; 3H-28; 3H-29 _ 78,8
5 47,3 1,32 (m) 3H-28; 3H-29 471
8 48,3 1,52 (dd, 12,0, 4,0) 2H-19; 3H-30 48,8
17 492 1,65 (m) H-20 3H-18: 3H-21 49,0
20 409 1,80 (m) 3H-21 40,5
2 705 3,78 (d, 10,5) H-23b 3H-21 70.4
CH,

1 32.2 157: 128 2H-2 2H-19 32.0
2 30,6 1,78: 1,57 30,4
6 21,3 1,58; 0,80 H-5 21,1
7 26,6 1.42: 1,10 H-8 H-5 27,2
11 263 2,00; 1,35 2H-19 26,1
12 330 1,68 (m) 3H-18 35,7
15 359 1,35 (m) H-8: 3H-30 32,9
16 274 1,80 (m); 1,15 (m) 264
19 30,2 0,56 (d, 4,0): 0,35 (d, 4,0) H-5: H-8 29.9
23 363 2,25 1,94 H-20 36,1
31 110,0 4,94 (s); 4,84 (s) 109,7
CH,

18 182 1,01 (s) 18,0
21 122 0,90 (d, 6,5) 12,0
26 218 1,08 (s 3H-27 22,3
27 226 1,06 (s 3H-26 21,6

29 14,2 0,81 (s 3H-28 14,0

(s)
(s)

28 197 0,97 (s) 3H-29; H-5 19,5
(s)

30 256 0,91 (s) H-8 25,4
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5.1.1.3. Determinacgao Estrutural de ELA-22

A substancia ELA-22 foi isolada como um sélido amorfo, com poder de
rotagdo otica de [a])+48 (0,001 mg/mL, CHCI3), mostrando-se bastante
semelhante ao triterpeno cicloartanico ELA-19, com a presenga de dois sinais
largos no espectro de RMN 'H (Figuras 33 e 34, v. 2, pgs. 27 e 28) em & 0,54 e
0,33 acoplando entre si, e comprovado pelo espectro de 'H-"H-COSY (Figuras 43
e 44, v. 2, pgs. 37 e 38), referentes aos dois hidrogénios 2H-19 do anel

ciclopropanico presente em esqueleto carbénico de um triterpeno cicloartanico.

O espectro de RMN *C (Figuras 35 e 36, v. 2, pgs. 29 e 30) revelou a
presenca de 30 sinais de atomos de carbono para ELA-22, diferente do triterpeno
cicloartanico ELA-19, o qual possui 31 sinais de atomos de carbono. O espectro
de RMN "3C (Figuras 35 e 36, v. 2, pgs. 29 e 30) exibiu também a presenca de
dois atomos de carbono sp2 em oc 147,8 (C-25) e 112,5 (CH,-26), caracteristicos
de grupo metileno exociclico (Silverstein, 2007), corroborado pelas correlagdes
heteronucleares 'Jcy entre 8¢ 112,48 (CH,-26) com dois sinais simples largos em
dn 5,32 (Ha-26) e 5,10 (Hb-26) apresentadas no espectro de HSQC (Figuras 41 e

42, v. 2, pgs. 35 e 36), confirmando assim a presenga grupo metileno exociclico.

O espectro de RMN "3C (Figuras 34 e 36, v. 2, pgs. 29 e 30) revelou ainda
a presengca de dois carbonos carbindlicos adicionais em 6c 69,9 e 86,6,
correlacionando a 'Jcy com um sinal duplo dupleto em 6y 4,55 (J= 10,0) e um
sinal simples largo em 6y 5,32, respectivamente, no espectro de HSQC (Figuras
41 e 42, v. 2, pgs. 35 e 36), corrobora com a presenga de duas oxidagdes na
cadeia lateral. Outras correlagbes sao observadas na ampliagédo do espectro de
HSQC (Figuras 41 e 42, v. 2, pgs. 35 e 36).
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Os valores dos deslocamentos quimicos dos dois hidrogénios 2H-19 do
anel ciclopropanico, a presenca de um sinal em &¢ 78,3 no espectro de RMN 3¢
e DEPT 135° (Figuras 35 a 38, v. 2, pgs. 29 a 32) correlacionando com um sinal
duplodupleto no espectro de HSQC (Figuras 41 e 42, v. 2, pgs. 35 e 36) em dy
3,57 (J= 9,0 e x Hz) indicam a estrutura de um triterpeno cicloartanico para ELA-
22, com a presencga de um grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-3 com

estereoquimica 3, semelhante ao triterpeno cicloartanico ELA-19.

A confirmagao da presenga do grupo hidroxila ligado ao atomo de
carbono CH-3 em ELA-22 foi corroborada pelas correlagdes heteronucleares a
longa distancia Jcy entre o atomo de carbono CH-3 (8¢ 78,3) com os dois grupos
metila em &4 1,25 (Me-28) e 1,22 (Me-29) apresentadas no espectro de HMBC
(Figuras 39 e 40, v. 2, pgs. 33 e 34).

A localizagéo das oxidagbes na cadeia lateral nos dtomos de carbono CH-
22 e CH-24 foi confirmada pelas correlagbes heteronucleares a longa distancia
*Jen entre o atomo de carbono CH-22 (8¢ 69,87) com o sinal duplo em &y 1,22 (J=
6,3 Hz) relativo aos hidrogénios do grupo metila Me-21, do atomo de carbono CH-
24 (d¢c 86,62) com o sinal simples em &y 2,01, relativo aos hidrogénios do grupo
metila Me-27 (caracteristica de grupo metila ligado a carbono sp?), formando um
anel heterociclico de cinco membros. Ambas as correlagdes foram apresentadas
no espectro de HMBC (Figura 39, v. 2, p. 33).

A localizag&o do grupo metileno no atomo de carbono C-25 foi confirmada
através das correlagdes heteronucleares a longa distancia 2Jon entre o tomo de
carbono C-25 (6¢ 147,8) com os hidrogénios Me-26 em 6y 2,01, e 3JCH do atomo
de carbono C-26 (6¢c 112,5) com hidrogénios dos grupos metila em &4 2,01 (Me-
27), ambas apresentadas no espectro de HMBC (Figura 39, v. 2, p. 33). As
demais correlagdes heteronucleares podem ser observadas na ampliagdo do

espectro (Figura 40, v. 2, p. 34) e estao apresentadas na Tabela 24 (p. 93).

A estereoquimica do grupo HO-3p, foi definida através das interagbes
espaciais entre o atomo de hidrogénio H-3a. com o hidrogénio H-50. € com os
hidrogénios 3H-28a, ambas apresentadas no espectro de 'H-'H-NOESY (Figuras
45 e 46, v. 2, pgs. 39 e 40). A estereoquimica dos atomos de carbono CH-22 e

CH-24 foi definida através da interagdo espacial entre H-223 com o grupo metila
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Me-27 apresentada no espectro de 'H-'H-NOESY (Figuras 45 e 46, v. 2, pgs. 39 e

40). As demais interagdes encontram-se sumarizadas na Tabela 25 (p. 93).

A comprovacgéo final da proposta estrutural para o triterpeno cicloartanico
ELA-22 veio com o espectro de massas de alta resolugao (EM/EM) (Figura 47, v.
2, p. 41) que mostrou um sinal em m/z 457,3502 (Am/z = 0,0179) correspondente

ao pico [M+H]", e no espectro de massas de baixa resolugéo apresentou sinal em
m/z 456 correspondente ao pico [M]™ (Figura 47, v. 2, p. 41), que juntamente

com o espectro de RMN "*C—DEPT 135° (Figuras 37 e 38, v. 2, pgs. 31 e 32),
pdde-se propor a formula molecular CzoH49O3 para o triterpeno ELA-22. Os
principais fragmentos observados no espectro de massas (Figura 47, v. 2, p. 41)
estdo apresentados no Esquema 5 (v. 2, p. 42), comprovando assim a proposta
estrutural para o triterpeno cicloartanico ELA-22, nomeado temporariamente

Trichiliol, inédito a literatura pelo melhor do conhecimento.
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Tabela 25: Dados de RMN 'H (500 MHz) (CDCls) e RMN *C (125 MHz) da
substancia ELA-22, em piridina-ds e as correlagbes observadas no espectro de
HSQC e HMBC. Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm, e as constantes

de acoplamento (J) em Hz.

ELA-22
3¢ Oy “Jen *Jen

C

4 415 - 3H-28, 3H-29

9 20.3 ] 2H-19

10 26.9 ] H-5: 2H-19

13 46.2 i 3H-18 3H-30
14 48.9 ] 3H-30 3H-18
24 i ; - ]
25 147,8 3H-27

CH

3 78,3 3,57 (dl, 9.0) 3H-28; 3H-29
5 47,9 1,35 3H-28; 3H-29
8 48,6 1,48 3H-30
17 49,9 1,80 3H-18; 3H-21
20 43,6 2,10 3H-21

22 69,7 4,55 (dl, 10,0) 3H-21
24 86.6 5,32 (sl) 3H-27
CH,

1 32,8 1,60; 1,28 2H-19
2 31,6 2,00; 1,90

6 21,8 1,60; 0,78 H-5

7 26,8 1,12; 1,05 H-8

11 27,0 2,00; 1,90 2H-19
12 334 1,68; 1,15 3H-18
15 36,3 1,60; 1,30 3H-30
16 28,0 2,18; 1,90

19 305 0,54 (sl); 0,33

(sl)

21 - - - -
22 - - - -
23 34,5 2,10; 1,90

26 112,5 5,32 (sl); 5,10 3H-27

(sl)

31 - - - -
CH;

18 187 1,03 (s)

21 12,8 1,22 (d, 6,3)

26 - - - -
27 18,5 2,01 (sl)

28 26.6 1,25 (s) 3H-29
29 15.2 1,22 (s) 3H-28
30 20.1 0.89 (s)
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5.1.1.4. Determinacgao estrutural de ELA-29

A substancia ELA-29 foi isolada como um soélido amorfo. A presenga de
dois sinais multiplos no espectro de RMN H (Figuras 48 e 49, v. 2, pgs. 43 e 44)
em dy 0,56 e 0,34 acoplando entre si, corroborado pela correlacao apresentada
no espectro de 'H-'H-COSY (Figuras 56 e 57, v. 2, pgs. 51 e 52) confirma a
presenca de dois hidrogénios 2H-19 do anel ciclopropanico presentes em

esqueleto carbénico de um triterpeno cicloartanico.

O espectro de RMN "C (Figura 50, v. 2, pgs. 45) revelou a presenca de
30 sinais de atomos de carbono para ELA-29, bem como a presenca de dois
atomos de carbono sp? em 8¢ 135,6 (CH-22) e 129,5 (CH-23), caracteristicos de
ligacao dupla (Silverstain, 2007), corroborado pela correlagédo heteronuclear Jen
com o sinal multiplo em &4 5,73 (H-23) apresentada no espectro de HSQC
(Figuras 53 e 54, v. 2, pgs. 48 e 49) comprovada pelo acoplamento entre H-22 e
H-23 mostrada no espectro 'H-'"H-COSY (Figuras 56 e 57, v. 2, pgs. 51 e 52).

O espectro de RMN "C (Figura 50, v. 2, p. 45) revelou ainda a presenca
de mais dois carbonos carbindlicos, um em 8¢ 74,4 correlacionando a 'Jcy com
um sinal multiplo em &y 4,25, no espectro de HSQC (Figuras 53 e 54, v. 2, pgs. 48
e 49), outro em &¢c 82,0, sugerindo a presenga de um carbono carbindlico
quaternario, corroborando com a presenga de dois grupos hidroxila na cadeia

lateral.

Os valores dos deslocamentos quimicos dos dois hidrogénios 2H-19 do
anel ciclopropanico, a presenca de um sinal em 8¢ 78,8 no espectro de RMN '*C

(Figura 50, v. 2, p. 45) correlacionando com um sinal multipleto no espectro de
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HSQC (Figuras 53 e 54, v. 2, pgs. 48 e 49) em 6y 3,29 indicam a estrutura de um
triterpeno cicloartanico para ELA-29, com a presenga de grupo hidroxila ligado ao

atomo de carbono CH-3 com estereoquimica f.

Esses dados sugerem que a cadeia lateral possui a formula molecular
expandida CH(CHs)CH=CH(CH-OH)C(CHs)zOH = CgH450..

As estereoquimicas foram definidas através das interagbes espaciais
apresentadas no espectro de 'H-"H-NOESY (Figuras 58 e 59, v. 2, pgs. 53 e 54).

Os demais dados estao dispostos na Tabela 26, p. 96.

Esses dados em comparacdo com o triterpeno 22,25-diidroxicicloart-
23(E)-en-2-ona (ELA-29a) isolado de Guarea macrophylla (Lago e Roque, 2002)
permitiram postular a estrutura para o triterpeno ELA-29 como sendo o 24,25-
diidroxicicloart-22-enol. Pelo melhor do conhecimento a estrutura do triterpeno

ELA-29 encontra-se inédito na literatura.
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Tabela 26: Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN '*C (100 MHz) da substancia
ELA-29 e ELA-29a, em CDCIs. Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm, e
as constantes de acoplamento (J) em Hz.

ELA-29 ELA-29a
dc S Sc
C
3 - - 2165
4 40,5 - 50,2
9 20,0 - 21,1
10 26,1 - 26,0
13 45,6 - 457
14 48,4 - 48,4
25 82,0 70,8
CH
3 78,8 3,29 (m) -
5 47,9 1,32 (m) 48,4
8 47,0 1,52 (m) 47,8
17 49,2 1,65 49,2
20 42,4 1,80 42,4
22 135,6 5,80 (m) 74,4
23 129,5 5,73 (m) 125,3
24 74,4 4,2 (m) 140,5
CH,
1 31,9 1,57, 1,28 33,4
2 30,3 1,78, 1,57 37,4
6 21,1 1,58, 0,80 21,5
7 27,4 1,42, 1,10 27,4
11 25,9 2,00, 1,35 25,8
12 35,6 1,68 35,7
15 32,8 1,35 32,8
16 26,3 1,80, 1,15 26,7
19 29,8 0,56 (m), 0,35 (m) 29,5
CH;,
18 18,1 1,09 (s) 18,2
21 14,0 0,89 (d, 6,4) 12,0
26 245 1,09 (s 30,1

(s)

27 24,4 1,06 (s) 29,9
28 19,3 0,97 (s) 19,3
29 13,9 0,81 (s) 22,2
30 25,4 0,91 (s) 20,8
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5.1.1.5. Determinacgao estrutural de ELA-13

A substancia ELA-13 foi isolada como um sdélido amorfo. A presenga de
dois sinais duplos no espectro de RMN H (Figuras 60 e 62, v. 2, pgs. 55 e 57) em
84 0,58 e 0,35 acoplando entre si, e comprovado pelo espectro de 'H-'"H-COSY
(Figura 73, v. 2, pgs. 68) com uma constante de acoplamento de J= 4,1 Hz,
confirma a presenga de dois hidrogénios 2H-19 do anel ciclopropanico presente

em esqueleto carbdnico de um triterpeno cicloartanico.

O espectro de RMN "*C e APT (Figuras 63 e 65 v. 2, pgs. 58 e 60) revelou
a presenga de 30 sinais de atomos de carbono para ELA-13, bem como a
presenga de dois &tomos de carbono sp? em ¢ 121,4 (CH-24) e 135,2 (C-25),
caracteristicos de grupo metileno (Silverstein, 2007), corroborado pelas
correlacdes heteronucleares 'Jey entre 8¢ 121,4 (CH-24) com sinal triplo largo em
dn 5,20 (H-24, J= 7,2 Hz) apresentada no espectro de HMQC (Figuras 71 e 72, v.
2, pgs. 66 e 67), confirmando assim a presenga de uma insaturagdo na cadeia

lateral.

O espectro de RMN 'C (Figura 63, v. 2, p. 58) revelou ainda a presenca
de um carbono carbindlico em 8¢ 73,5 correlacionando a 'Jcy com um multipleto
em oy 3,69 no espectro de HMQC (Figuras 71 e 72, v. 2, pgs. 66 e 67), corrobora

com a presenga de um grupo hidroxila na cadeia lateral.

Os valores dos deslocamentos quimicos dos dois hidrogénios 2H-19 do
anel ciclopropanico, a presenca de um sinal em 8¢ 78,9 no espectro de RMN *C
e APT (Figuras 63 e 65, v. 2 pgs. 58 e 60) correlacionando com um sinal

duplodupleto no espectro de HMQC (Figuras 71 e 72, v. 2, pgs. 66 e 67) em dy



98

3,30 (J= 11,4 e 4,0 Hz) indicam a estrutura de um triterpeno cicloartanico para
ELA-13, com a presenca de grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-3

com estereoquimica 3.

A confirmagao da presenga do grupo hidroxila ligado ao atomo de
carbono CH-3 em ELA-13 foi corroborada pelas correlagdes heteronucleares a
longa distancia >Jcy entre o atomo de carbono CH-3 (8¢ 78,9) com os dois grupos
metila em &4 0,83 (Me-28) e 0,99 (Me-29) apresentadas no espectro de HMBC
(Figuras 68 e 69, v. 2, pgs. 63 e 64).

Esses dados sugerem que a cadeia lateral possui a formula molecular
expandida CH(CHj3)(CH-OH)CH2(CH)C(CH3), = CsH160.

A localizagdo do grupo hidroxila no atomo de carbono CH-22 foi
confirmada pela correlagéo heteronuclear a longa distancia 3JcH entre o dtomo de
carbono CH-22 (8¢ 73,5) com o sinal duplo em 64 0,93 (J= 7,0 Hz) relativo aos
hidrogénios do grupo metila Me-21, apresentada no espectro de HMBC (Figuras
68 € 69, v. 2, pgs. 63 e 64).

A localizag&o do grupo metileno no atomo de carbono C-24 foi confirmada
através das correlagdes heteronucleares a longa distancia 3JCH entre o atomo de
carbono C-24 (6¢c 121,4) com os dois hidrogénios dos grupos metila em oy 1,8
(Me-27) e 1,7 (Me-26) apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 68 e 69, v. 2,
pgs. 63 e 64). As demais correlagdes heteronucleares estdo apresentadas na
Tabela 27 (p. 99).

A estereoquimica do grupo HO-3p, foi definida através das interagdes
espaciais entre o atomo de hidrogénio H-3a. com o hidrogénio H-50. € com os
hidrogénios 3H-29a, enquanto que a estereoquimica do grupo hidroxila HO-22a
foi definida através das interagbes espaciais entre H-223 com o hidrogénio H-203
e com o hidrogénio H-23p, ambas apresentadas no espectro de 'H-'H-NOESY
(Figuras 74 e 75, v. 2, pgs. 69 e 70).

Todos esses dados estdo consistentes com a estrutura para o triterpeno
cicloartanico ELA-13 como sendo o 22(R)-hidroxicicloart-24-en3-ol, isolado

anteriormente de Balsamorhiza sagittata (Bohlmann et al., 1985).
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Tabela 27: Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "*C (100 MHz) da substancia
ELA-13, em CDCI;, e as correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC.
Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm, e as constantes de acoplamento

(J) em Hz.

ELA-13
d¢ dn “Jon *Jen

C

4 40,5 - 3H-28, 3H-29

9 20,0 -

10 26,2 -

13 45,7 - 3H-30

14 48,4 - 3H-30

24 - - - -

25 135,2 3H-26; 3H-27 2H-23
CH

3 78,9 3,30 (dd, 11,4, 4,0) 3H-28; 3H-29
5 48,0 1,52 (m) 3H-28; 3H-29
8 471 1,32 (m) 3H-30

17 49,1 1,64 3H-18; 3H-21
20 41,4 1,80

22 73,5 3,69 (m) 2H-23 3H-21

24 121,4 5,20 (t, 7,2) H-23 3H-26; 3H-29
CH,

1 32,0 1,50, 1,25

2 29,9

6 21,1

7 26,5

1 25,9

12 32,9 3H-18

15 35,7 3H-30

16 27,2

19 304 0,58 (d, 4.1),

0,36 (d, 4,1)

22 - - -

23 29,2 2,08 (m)
CH;

18 18.0 1,02 (s)

21 121 0,93 (d, 7,0)

26 18.0 1,68 (s) 3H-27

27 26.0 178 (s) 3H-26

28 25.5 0.99 (s) 3H-29

29 14.0 0,83(s) 3H-28

30 19.4 0,91 (s)
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5.1.2. Determinacgao estrutural dos esterdides

5.1.2.1. Determinacgao estrutural de ELA-11

ELA-11a ELA-11b

A amostra se apresentou como sélido cristalino em forma de agulhas e foi
identificada através da analise dos experimentos de RMN H (Figura 76, v. 2, p.
71), RMN "C-APT (Figura 77, v. 2, p. 72) e por comparagdo com dados na

literatura como mistura de esterdides.

Devido a semelhanga estrutural desses dois esterdides, eles quase
sempre ocorrem em mistura e assim sao identificados. Com a analise dos sinais
observados no espectro de RMN "*C-APT (Figura 77, v. 2, p. 72) pode-se
confirmar a distingdo entre os dois esterdides. Em 6. 121,8 e 140,8 (CH-6 e C-5)
observa-se os sinais comuns as duas estruturas. Ja os sinais observados em J;
127,0 e 138,2 (CH-23 e CH-22), estdo presentes apenas no esteroide
estigmasterol. Ainda no espectro de RMN 'C-APT (Figura 77, v. 2, p. 72)
observa-se o sinal em &. 71,9 caracteristico do carbono oxigenado indicando a
presenca de um grupamento hidroxila no atomo de carbono CH-3 das substancias

presentes na mistura.

O espectro de RMN H apresentou um sinal largo em 64 5,35 e um
multipleto em oy 3,51, caracteristicos dos hidrogénios H-6 e H-3 respectivamente
dos esterodides B-sitosterol. Ainda pode-se observar dois multipletos em &4 5,14 e
on 5,01 (que foram atribuidos aos hidrogénios vinilicos do estigmasterol, que

juntamente com os sinais sobrepostos na regido de oy 0,67-2,30 referente a
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varios grupos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos caracterizam o

esqueleto esteroidal (Deeb et al., 2003).

O conjunto desses dados em comparagao com dados da literatura
(Moreira, 2009) permitiu identificar a mistura de esterdides em ELA-11 como
sendo [3-sitosterol e estigmasterol e seus dados de RMN encontram-se descritos
na Tabela 28.

Tabela 28: Dados de RMN "*C (100 MHz) em CDCl; para a mistura de esteroides
e comparagdo com valores de literatura (Moreira, 2009). Os deslocamentos
quimicos (d) estao em ppm.

Cc ELA-11a ELA-11b sitosterol estigmasterol
5 140,8 140,8 140,7 140,7
10 36,0 36,0 36,1 36,1
13 42,4 42,4 42,3 42,3
CH
3 71,9 71,9 71,8 71,8
6 121,8 121,8 121,7 1217
8 32,0 32,0 31,6 31,6
9 50,2 50,2 50,1 50,1
14 56,9 56,9 56,8 56,8
17 56,1 56,1 56,0 56,0
20 39,8 39,8 39,7 39,7
22 - 138,2 - 138,3
24 45,9 51,2 45,8 51,2
25 29,2 32,0 29,0 31,9
CH,
1 37,3 37,3 37,3 37,3
2 32,1 32,1 31,9 31,9
4 42,4 42,4 42,3 42,3
7 34,0 34,0 33,9 33,9
11 21,2 21,2 21,2 21,2
12 39,9 39,9 39,7 39,7
15 24,4 24,4 24,3 24,3
16 28,3 28,3 28,9 28,9
22 31,8 - 31,9 -
23 26,1 129,2 26,0 129,2
28 23,3 26,8 23,0 254
CH;
18 12,0 12,0 12,2 12,2
19 19,5 19,5 19,4 19,4
21 18,8 19,1 18,9 21,0
26 20,0 20,0 19,8 21,2
27 20,0 20,0 19,8 19,8

29 12,0 12,0 11,8 12,0
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5.1.2.2. Determinagéao estrutural de ELA-18

[-sitosterol

A substancia ELA-18, isolada do extrato metandlico das folhas de T.
casarettii, apresentou-se como um cristal de cor branca apresentando ponto de
fusdo 143,5°C.

Os espectros de RMN da substancia ELA-18, se assemelharam muito aos

espectros do esterdide p-sitosterol (ELA-11a).

Os espectros de RMN "*C (Figuras 80 e 81, v. 2, pgs. 75 e 76) e DEPT
135 (Figura 82, v. 2, p. 77) apresentaram sinais para 29 atomos de carbono,
sendo seis sinais para grupos metilicos (CH3), dez sinais para grupos metilénicos
(CHy), dez sinais para grupos metinicos (CH), sendo dois ligados a atomos de
oxigénio em &¢ 72,0 (CH-3) e 71,5 (CH-22) e um caracteristico de ligagao dupla 6¢
121,8 (CH-6) e trés sinais para atomos de carbono quaternario sendo um
caracteristico de ligacéo dupla em d¢ 140,9 (C-5), que juntamente com o espectro
de massas de alta resolugédo (EM/EM) (Figura 91, v. 2, p. 86), o qual mostrou
sinais em m/z 431,3348 (Am/z = 0,054) correspondente ao pico [M+H]" e m/z
413,3556 (Am/z = 0,022) correspondente ao pico [M+H — H,O]" péde-se propor a

féormula molecular Co9Hs5002 para a substancia ELA-18.

Dos sinais no espectro de RMN C (Figuras 80 e 81, v. 2, pgs. 75 e 76)
para atomos de carbono quaternarios, dois sao atribuidos a atomos de carbono
sp>, C-10 (8¢ 36,7) e C-13 (8¢ 42,9).

Os dois sinais no espectro de HSQC (Figuras 86 e 87, v. 2, pgs. 81 e 82)
na regido de carbonos carbindlicos (Silvertein, 2007) em 6¢ 72,0 (CH-3) e 71,5 (C-

22) correlacionando com os hidrogénios a 'Jcy em 8y 3,52 (H-3) e 3,71 (H-22),
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respectivamente, sugerem uma estrutura com dois grupos hidroxilas, ou seja, um

grupo hidroxila a mais do que o esterdide [-sitosterol.

A posicao dos dois grupos hidroxila ligados aos atomos de carbono CH-3 e
CH-22 foi confirmada pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia entre o
atomo de carbono CH-3 (5¢ 72,0) a 2Jcy com o multipleto relativo aos dois
hidrogénios 2H-4 (84 2,30-2,20), e do atomo de carbono CH-22 (8¢ 71,5) a *Jen
com o dupleto em dy 0,92, relativo aos hidrogénios do grupo metila Me-21,

apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 83 a 85, v. 2, pgs. 78 a 80).

Ainda no espectro de RMN "C (Figuras 80 e 81, v. 2, pgs. 75 e 76) pdde-
se observar os sinais em 6c 140,9 (C-5) e 121,8 (CH-6), que sugerem a

ocorréncia de uma insaturagao entre esses dois atomos de carbono.

A posicdo da ligagdo dupla nos atomos de carbono C-5 e CH-6 foi
confirmada pelas correlagbes heteronucleares a longa distancia entre o atomo de
carbono C-5 (6¢ 140,9) a 3JCH com o sinal simples relativo aos hidrogénios do
grupo metila Me-19 (64 1,01), e do atomo de carbono CH-6 (6¢ 121,8) a 3JCH com
o multipleto relativo aos dois hidrogénios 2H-4 (&4 2,30-2,20) e a 2JeH com 0s
sinais em o4 2,00 e 1,86, relativos aos dois hidrogénios 2H-7, ambas

apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 83 a 85, v. 2, pgs. 78 a 80).

O espectro de RMN "H (Figura 78, v. 2, p. 73) para a substancia ELA-18
apresentou um dupleto em &y 5,35 (H-6, J= 4,5 Hz) acoplando com os sinais em
dn 2,00 e 1,86, relativos aos dois hidrogénios 2H-7, confirmado pelo espectro de
'H-"H-COSY (Figuras 88 e 89, v. 2, pgs. 83 e 84), corroborando a insaturacdo na

estrutura.

No espectro de 'H-'H-COSY (Figuras 88 e 84, v. 2, pgs. 83 e 84),
observou-se, ainda, um dupleto em 64 0,92 (J = 6,5 Hz), relativo ao 3H-21
acoplando com um sinal em &4 1,70, relativo ao hidrogénio H-20, e ainda dois
dupletos em 64 0,89 e 0,79 (J = 6,5 Hz), relativo aos 3H-27 e 3H-26 acoplando

com um sinal em 64 1,80, referente ao hidrogénio H-25.

Os valores de RMN '3C (Figuras 80 e 81, v. 2, pgs. 75 e 76) da substancia
ELA-18 mostraram-se diferentes do B-sitosterol para os carbonos CH-17, CH-22,

CH-24 e CH3-21. Tal alteragao pode ser justificada pelo efeito y do grupo hidroxila.
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A inclusdo de uma hidroxila na molécula afeta os deslocamentos quimicos
do carbono ao qual se liga (a) e dos carbonos vizinhos (B e y). A hidroxila
desprotege o carbono ao qual esta ligada (CH-22), aumentando assim o valor de
deslocamento (64 71,5). Sobre os carbonos adjacentes, seu efeito geralmente é
de desprotegao, podendo, no entanto, ser anbmalo em alguns casos como este,
onde ocorreu a prote¢ao dos carbonos adjacentes (y), diminuindo o deslocamento
quimico em aproximadamente 3,0 ppm para CH-17; 4,5 ppm para CH-24 e 6,5
ppm para CH3-21 (Garcez et al., 1981).

A estereoquimica do grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-22
foi definida através da interagdo espacial entre H-22 e o0 atomo de hidrogénio H-
20, observada no espectro de correlagdo homonuclear 'H-"H-NOESY (Figura 90,

v. 2, p. 85), comprovando a esteroquimica 3 para o hidrogénio H-22.

Os dados espectrais do esterdide ELA-18 estdo de acordo com os dados
de RMN "*C descritos em literatura (Nascimento, 2008) para o esterdide ltesmol
(Tabela 29, p. 105).
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Tabela 29: Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN "®C (125 MHz) do esterdide
ELA-18 em CDCI;, e as correlagdes observadas no espectro de HSQC e HVBC.
Os deslocamentos quimicos & estdo em ppm, e as constantes de acoplamento (J)
estdo em Hz.

ELA-18
¢ Sn *Jen *Jew

C

5 141,0 - 2H-4 3H-19
10 36,7 - H-1a
13 429 - 2H-12; 3H-18 H-15b; H-20
CH

3 72,0 3,52 (m) 2H-4

6 1218 5,35 (d, 4,5) 2H-7 2H-4

8 32,1 1,48

9 50,3 0,95 H-8 H-7; 3H-19
14 56,5 1,00 H-8; 2H-15 H-7; 3H-18
17 53,2 1,10 2H-16 2H-15; 3H-18; 3H-21
20 427 1,70

22 71.5 3,71 (m) 3H-21
24 41,6 1,26 3H-26; 3H-27
25 28,9 1,80 3H-26; 3H-27
CH,

1 37,4 1,86, 1,08 3H-19

2 30,1 1,80, 1,50

4 425 2,30-2,20

7 31,8 2,00, 1,86 H8

1 21,3 1,53 2H-12

12 40,0 2,00, 1,18 H-11a 3H-18
15 246 1,62, 1,15

16 27,7 1,75, 1,38

23 32,2 1,86, 1,55

28 23,8 1,38, 1,25 3H-29
CH;

18 12,0 0,70 (s) 2H-12
19 19.6 1,01 (s) 2H-1

21 12,5 0,92 (d, 6,5) H-20 H-22
26 17,8 0,79 (d, 6,5) 3H-27
27 20,8 0,89 (d, 6,5) H-25 3H-26

29 12,1 0,88 (1) 2H-28
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5.1.2.3. Determinacgao estrutural de ELA-14

4 6 ELA-14 HO ELA-18

A amostra apresentou-se como solido cristalino em forma de agulhas.

Com a analise dos sinais observados no espectro de RMN *C (Figuras
94 e 95, v. 2, pgs. 90 e 91) pode-se confirmar a mistura dos dois esterdides. Em
oc 140,9; 121,7 e 32,0 observam-se os sinais referentes aos carbonos C-5, CH-6
e CH»-23 respectivamente para ambos. Ja os sinais observados para CH-22 em
3¢ 125,1 para ELA-14 e 5. 71,4 para ELA-18 e 3. 136,0 (C-20, ELA-14) 5. 42,4
(CH-20, ELA-18) vém confirmar a presenga da mistura. Ainda no espectro de
RMN "C (Figuras 94 e 95, v. 2, pgs. 90 e 91) observa-se o sinal em &c 71,9
caracteristico do carbono oxigenado indicando a presenga de um grupamento

hidroxila no atomo de carbono CH-3 das substancias presentes na mistura.

Analisando os espectros de RMN H (Figuras 92 e 93, v. 2, pgs. 88 e 89)
e de RMN "C (Figuras 94 e 95, v. 2, pgs. 90 e 91) foi possivel afirmar a presenca
da mistura de dois esteroides (ELA-14 e ELA-18). O espectro de RMN 'H (Figura
92, v. 2, p. 88) apresentou dois multipletos em oy 3,46 e o4 5,29 caracteristicos
dos hidrogénios H-3 e H-6 respectivamente de ambas as estruturas. Ainda
puderam-se observar trés multipletos em 6y 5,3; 6y 5,1 e oy 3,66 que foram
atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-6, H-22 (ELA-14) e H-22 (ELA-18),
que juntamente com os sinais sobrepostos na regido de 64 0,63 a o4 2,28
referente a varios grupos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos

caracterizam o esqueleto esteroidal (Deeb et al., 2003).

A presenca da mistura, bem como a confirmagao da estrutura proposta
pdde ser reafirmada pela andlise do espectro 'H-"H-COSY (Figura 99 e 100, v. 2,
pgs. 95 e 96), onde observaram as correlagdes existentes entre 2H-23 com H-22
e 3H-21 com H-22 de ELA-14. Para ELA-18 observou-se a correlacao entre H-22
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e H-20 (ausente para ELA-14), bem como 3H-21 com H-20 observado nas
Figuras 99 e 100, v. 2, pgs. 95 e 96.

Podem-se observar ainda as correlagcdes heteronucleares apresentadas
na proposta para ELA-14 entre 3H-21 e CH3-21; 3H-21 e C-20; 3H-19 e CH3-19;
3H-27 e CH3-27; 3H-26 e CH3-26; 3H-18 e CH3-18 e 3H-29 e CH3-29, observadas
no espectro de HMQC (Figura 97 e 98 v. 2, pgs. 93 e 94). As demais correlagdes
estdo descritas na Tabela 30, p. 108.

O conjunto desses dados em comparagdao com dados da literatura para o
estigmasterol (ELA-11b) (Moreira, 2009) permitiu identificar a mistura de
ester6ides em ELA-14 como sendo Itesmol (ELA-18) e (24R)-estigmas-5,20(22)-
dien-33-ol (ELA-14) onde no melhor do entendimento, foi obtido até o momento
sob a forma sintetizada (Ayanoglu, Chan e Djerassi, 1979; Giner, Margot e
Djerassi, 1988) ainda n&o tendo sido isolado como produto natural até o

momento. Os demais dados sao observados na Tabela 30, p. 108.
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Tabela 30: Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "*C (100 MHz) da mistura ELA-
14, em CDCI3 Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm, e as constantes de
acoplamento (J) em Hz.

ELA-14 Estigmasterol
5(: SH 2‘-ICH 3‘-ICH 8(;

C

5 140,9 - 3H-19 140,7
10 36,6 - 3H-19 36,1
13 42,6 - 3H-18 42,3
20 42,4 - 3H-21 -
CH

3 71,9 3,46 (m) 72,0
6 121,7 5,29 (sl) 121,7
8 32,0 1,48 (m) 31,6
9 50,2 0,98 3H-19 50,1
14 56,4 1,02 3H-18 56,8
17 53,1 3H-18, 3H-21 56,0
20 - - 39,7
22 71,4 5,06 (sl) 3H-21 -
24 41,5 1,40 3H-26, 3H-27 51,2
25 28,9 1,79 3H-26, 3H-27 31,9
CH,

1 37,3 1,89, 1,08 3H-19 37,3
2 30,0 31,9
4 41,5 42,3
7 31,7 2,00 33,9
11 21,2 21,2
12 39,8 1,19 3H-18 39,7
15 24,5 24,3
16 27,6 28,9
22 - 138,3
23 32,0 1,97 129,2
28 23,7 254
CH;

18 12,0 0,64 (s) 12,2
19 19,56 0,94 (s) 19,4
21 12,4 1,61 (s) 21,0
26 17,7 0,82 (d, 7,0) 3H-27 21,2
27 20,6 0,82 (d, 7,0) 3H-26 19,8

29 11,9 0,87 12,0
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5.1.3. Determinacgao estrutural do diterpeno ELA-10

12 8 2

16
\(\/\(\/\(\/\(\/OH
5
17 18 19 20

A substancia ELA-10 foi isolada como 6leo amarelo. No espectro de RMN
3c (Figuras 102, v. 2, p. 98) foram observados 20 sinais de carbono: cinco
metilicos, dez metilénicos (sendo um carbindlico), quatro metinicos (sendo um
sp?) e um quaternario (sendo um sp?).

O sinal em 3¢ 59,4 corresponde ao carbono carbindlico. Os sinais
observados no espectro de RMN "*C (Figuras 102 e 103, v. 2, pgs. 98 e 99) em §¢
123,1 e 6¢ 140,3 confirmam a presenca de uma insaturacao na cadeia. Os demais
sinais na regido de dc entre d¢c 16,2 e 39,9 sugerem uma cadeia alifatica
ramificada.

Estas ramificacbes foram confirmadas através das correlagbes
heteronucleares a longa distancia, observadas no espectro de HMBC (Figuras
107 e 108, v. 2, pgs. 103 e 104) entre 3H-20 (84 1,66) e CH2-4 (8¢ 39,9); 3H-20 e
C-3 (8¢ 140,3); 3H-16 e 3H-17 (64 0,87) com CH2-14(8¢ 39,4); 3H-18 (&4 0,85)
com CH2-12 (8¢ 37,3) e 3H-19 (81 0,85) com CH,-8 (8¢ 37,4).

O espectro de RMN 'H (Figura 101, v. 2, p. 97) mostra um conjunto de
sinais em &y entre 0,82 e 0,87, caracteristicos de hidrogénios metilicos. Mostra
também o sinal triplo em 64 5,40 (J = 8,0 Hz) referente ao hidrogénio H-2
acoplando com os dois hidrogénios carbindlicos 2H-1, confirmando a insaturagao
entre CH-2 e C-3. A insaturagdo foi também confirmada pelo espectro de
correlagéo heteronuclear HMBC (Figuras 107 e 108, v. 2, pgs. 103 e 104) através
das correlagdes a longa distancia entre os hidrogénios de Me-20 (4 1,66) com o
carbono CH-2 (6¢ 123,1) e C-3 (6¢ 140,3), e H-2 (6y 5,40) com C-3 (6¢c 140,3). As
demais correlagdes estdo descritas na Tabela 31, p. 110.

Espectro de massas (Figura 110, v. 2, p. 106) e Esquema 7 (v. 2, p. 107),
juntamente com espectro de RMN "*C (Figuras 102 e 103, v. 2, pgs. 98 e 99) e
com espectro de HSQC (Figura 109, v. 2, p. 105) permitiu propor a férmula
molecular C2oH40O com m/z 296 (ausente) para o diterpeno ELA-10.
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A comparacgao dos dados RMN obtidos com os da literatura (Melos et al.,
2007; Rahman e Ahmad, 1992) permitiu a identificagdo do diterpeno fitol [(E)-

3,7,11,15-tetrametilexadec-2-en-1-0l].

Tabela 31: Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "*C (100 MHz) do diterpeno
ELA-10, em CDCI; Os deslocamentos quimicos (6) estdo em ppm, e as
constantes de acoplamento (J) em Hz.

ELA-10 Fitol
8(; SH 2|JCH SJCH 8(3 8H
Cc
3 140,3 - 3H-20 140,1
CH
2 1231 5,40 (t, 8,0) 3H-20 1231 5,36 (t, 6,7)
7 32,7 1,27 3H-19 32,7
11 32,9 1,27 3H-18 32,6
15 28,0 1,25 27,9
CH,
1 59,4 4,15 (d, 8,0) 59,4 4,12 (d, 6,7)
4 39,9 1,98 3H-20 39,8 1,94 (1, 7,5)
5 25,1 1,50 -1,25 251
6 36,7 1,5-1,07 3H-19 36,6
8 37,4 1,5-1,07 3H-19 37,2
9 24,5 1,50 - 1,25 245
10 37,4 1,5-1,07 3H-18 37,3
12 37,3 1,5-1,07 3H-18 37,3
13 24,8 1,50 - 1,25 3H-16; 3H-17 247
14 39,4 1,08 39,3
CH;
16 22,7 0,87 22,7
17 22,6 0,87 22,6
18 20,0 0,85 19,7
19 19,7 0,85 19,7

20 16,2 1,66 (sl) 16,1 1,64 (s)
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5.1.4. Determinacgao estrutural do triterpeno ELA-12

A substancia ELA-12 foi isolada na forma de um sélido branco amorfo
com faixa de ponto de fusdo de 161-162°C. Foi caracterizada através das
analises de RMN 'H e "*C, CG-EM e por comparacdo com dados publicados na

literatura.

O espectro de RMN "*C (Figura 112, v. 2, p. 109) permitiu reconhecer a
presenca de trinta atomos de carbono, sendo sete carbonos metilicos, onze
metilénicos (um sp? e dez sp®), seis carbonos metinicos e seis quaternarios (um
sp? e cinco sp°®) (Silverstein, 2007). Os sinais em §. 151,0 e 109,3 sao referentes &
dupla ligagédo terminal e o sinal em d. 79,0 foi atribuido ao carbono carbindlico

CH-3, confirmando a estereoquimica B-equatorial (Abreu, 2002).

A confirmacgéao da ligacao dupla entre os carbonos C-20 e CH,-29 se deu
com a verificacdo dos deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN
B¢ (Figura 112, v. 2, p. 109) 6. 151,0 e 109,3 respectivamente, compativeis com

triterpenos da série lupano (Ahmad e Rahman, 1994).

O espectro de RMN "H (Figura 111, v. 2, p.108) indica a presenca de sete
metilas, e os sinais apresentam-se como simpletos a 6y 0,75; 0,78; 0,82; 0,94;
0,96, 1,02 e 1,67 ppm. Observou-se também um sinal em oy 4,68 (J= 4,0 Hz)
atribuido ao hidrogénio olefinico H-29; um sinal em &y 3,17 (dd, J= 4,0 e 11,0 Hz)
atribuido ao hidrogénio H-3 e um multipleto em &y 2,38 atribuido ao hidrogénio H-
19.
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O espectro de massas (Figura 114, v. 2, p. 111) da substancia ELA-12
apresentou o sinal do ion molecular em m/z 426 Daltons estando de acordo com a
férmula molecular C3yH50,0, bem como os fragmentos em m/z 218, 203 e 189, que
permitiram propor a féormula molecular C3Hs00O para a substéncia ELA-12,

sugerindo a presencga do triterpeno Lupeol (Abreu, 2002).

A estereoquimica relativa aos atomos de carbono estereogénicos
proposta para ELA-12 foi feita com base em dados biogenéticos, visto que
esqueletos de triterpenos do tipo lupano apresentam as configuragdes dos

carbonos estereogénicos como apresentadas em ELA-12 (Dewick, 1997).

Com base nos dados RMN obtidos, e comparando-os com os da literatura
(Barbosa, 2008) foi possivel propor para a substéncia ELA-12 a estrutura do

triterpeno Lupeol (Lup-20(29)-eno).

Na Tabela 32 (p. 113) estdo apresentados os dados de RMN 'C da
substancia ELA-12, bem como para o Lupeol (Abreu, 2002).
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Tabela 32: Dados de RMN "*C (100 MHz) da substancia ELA-12, e do triterpeno
Lupeol em CDCl; Os deslocamentos quimicos (6) estdo em ppm.

ELA-12 Lupeol
d¢c d¢

C

4 39,8 39,7
8 40,9 41,9
10 37,3 37,4
14 42,9 43,2
17 43,1 43,2
20 151,0 151,3
CH

3 79,0 79,2
5 55,2 55,5
9 50,5 50,7
13 38,8 38,0
18 48,1 48,5
19 47,8 48,2
CH,

1 39,0 38,9
2 27,2 27,4
6 18,4 18,5
7 34,4 34,5
11 21,0 21,2
12 25,2 25,4
15 27,5 27,6
16 35,7 35,8
21 30,0 30,1
22 39,9 40,2
29 109,4 109,5
CH;

23 28,1 28,2
24 15,7 15,6
25 16,5 16,3
26 16,2 16,2
27 14,6 14,8
28 18,0 18,2

30 19,4 19,4
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5.1.5. Determinacgao estrutural do sesquiterpeno ELA-26

A substancia ELA-26, isolada da fragcao diclorometanica dos galhos de T.

silvatica. Tal substancia apresentou-se como um sélido amarelo, com valor de
rotagéo optica [a]}) - 20,4 (CHCIs, 0,001 mg/mL) e faixa de ponto de fuséo 120,5-
121,5 °C.

O espectro de RMN "*C-APT (Figuras 117 e 118, v. 2, pgs. 114 e 115)
apresentou dois sinais na regido de carbonos carbindlicos (6¢c 73,39 e 72,94),

confirmando a proposta de uma estrutura diidroxilada.

Andlise comparativa dos espectros de RMN 'H (Figuras 115 e 116, v. 2,
pgs. 112 e 113) e RMN "*C-APT (Figuras 117 e 118, v. 2, pgs. 114 e 115) revelou
sinais correspondentes a 15 atomos de carbono, sendo trés sinais para carbonos
nao hidrogenados (C), dos quais, dois oxigenados em &¢ 73,4 (C-11) e 72,9 (C-
10) e um sp> em ¢ 34,5 (C-5) e dois sinais de carbonos metinicos (CH) e seis
sinais de carbonos metilénicos (CH;) e quatro para carbonos metilicos (CHs),
sendo trés ligados a atomos de carbono oxigenados em 6c 27,8 (CH3-12), 26,5
(CH3-13) e 22,8 (CH3-14).

O espectro de massas (Figura 123, v. 2, p. 120) apresentou o ion
molecular m/z 240 Daltons [M]"", confirmando a férmula molecular CisH230,. A
proposta de fragmentagéo dos principais ions esta descrita no Esquema 8 (v. 2, p.
121).

A férmula molecular foi proposta baseada, principalmente, nos dados de

RMN ®C-APT, e remeteu a: (C)(COH)2(CH)2(CH2)s(CHs)s = C15H2502.

No espetro de RMN H (Figuras 115 e 116, v. 2, pgs. 112 e 113), foram

observados ainda quatro sinais simples para quatro grupos metila ligados a
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carbonos quaternarios em oy 1,23 (H3-12), 1,21 (H3-13), 1,11 (H3-14) e 0,86 (Hs-
15) comprovando assim que os quatro grupos metila presentes sao do tipo
presentes em esqueletos sesquiterpénicos tipo ambrosanolideo (Rahman e

Ahmad, 1992) que nao sofreram oxidacao (Tabela 33, p. 116).

A localizacdo de trés grupos metila ligados a atomos de carbono
carbindlicos foi confirmada através das correlagdes a longa distancia entre o
atomo de carbono metinico CH-7 em 8¢ 49,8 a *Jcy com os dois grupos metila em
84 1,23 (Me-12) e 1,21 (Me-13), e do atomo de carbono C-10 a 2Jcy em 8y 72,9
com o grupo metila em &4 1,11 (Me-14), ambas apresentadas no espectro de
HMBC (Figura 119, v. 2, p. 116).

A localizagao do outro grupo metila Me-15 foi definida também com base
nas correlagdes a longa distancia entre o atomo de carbono metinico CH-1 em 6¢
54,6 a >Jcy com o grupo metila em &y 0,86 (Me-15), e do &tomo de carbono C-5 a
2Jc em 8y 34,5 com o grupo metila Me-15, ambas apresentadas no espectro de
HMBC (Figura 119, v. 2, p. 116).

A localizagao dos grupos hidroxila ligados aos atomos de carbono C-11 e
C-10 foi apoiada nos valores dos deslocamentos quimicos para os atomos de
carbono C-11 em ¢ 73,4 e C-10 em 6¢ 72,9, observados no espectro de RMN
3C-APT (Figuras 117 e 118, v. 2, pgs. 114 e 115), caracteristicos para carbonos

carbindlicos (Silverstein, 2007).

A analise conjunta dos dados obtidos pelos mapas de correlagaéo HMBC
(Figura 119, v. 2, p. 116) e HSQC (Figura 120, v. 2, p. 117) confirmaram as
atribui¢cdes inequivoca dos atomos de hidrogénio e carbono do sesquiterpeno com

esqueleto ambrosanolideo ELA-26.

A analise do espectro de 'H-"H-NOESY (Figura 121, v. 2, p. 118) permitiu
caracterizar a juncdo de um anel de cinco membros com um anel de sete
membros formando um sistema biciclico através de uma jungédo frans. A
estereoquimica relativa foi definida da analise das interacdes espaciais
apresentadas no espectro 'H-'H-NOESY entre, Me-14 (8 1,11) e a Me-15 (84
0,86), H-2a (o4 1,60) e H-14a (54 4,69) e 3H-13 (6n 1,12) e H-14a (dy 4,69),
juntamente com a ndo correlagéo entre H-14a e H-1 (Figuras 121 e 122, v. 2, pgs.
118 e 119).
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Figura 124: Interagdes espaciais apresentadas no mapa de correlagao 'H-"H-
NOESY do sesquiterpeno ELA-26.

Os dados espectrais da substancia ELA-26, estdo de acordo para a
proposta de um novo sesquiterpeno, o ambrosanoli-11,10-diol, pelo melhor do

conhecimento.

Tabela 33: Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "C-APT (100 MHz) do
sesquiterpeno ELA-26 em CDCI3; e as correlagdes observadas no espectro de
HSQC e HMBC. Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm, e as constantes

de acoplamento (J) em Hz.

ELA-26
8(; 6H 2'JCH 3‘-ICH

C

5 35,6 - 3H-15

10 72,9 - 3H-14

11 73,4 -

CH

1 54,6 1,20 (m) 3H-14; 3H-15
7 49,8 1,40 (m) 3H-12; 3H-13
CH,

2 20,2 1,57 (m)

3 21,5 1,90 (m); 1,05 (m)

4 44,5 1,48 (m); 1,18 (m) 3H-15
6 41,1 1,42 (m); 1,10 (m) 3H-15
8 22,8 1,60 (m); 1,25 (m)

9 43,4 1,80 (m); 1,40 (m) 3H-14
12 - - -
14 - - - -
CH,

12 27,8 1,23 (s) 3H-13
13 26,5 1,21 (s) 3H-12
14 22,0 1,11 (s)

15 18,6 0,86 (s)
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5.1.6. Determinacgao estrutural da cumarina ELA-16

A substancia ELA-16 apresentou-se como sélido amorfo de coloragao

amarela apresentando ponto de fusdo 179°C.

Quando analisada por CCDA, observou-se uma mancha de coloragao
azul intenso sob a luz de UV (365). A analise dos espectros de RMN 'H (Figuras
125 e 126, v. 2, pgs. 122 e 123) apresenta dois dupletos acoplando entre si, em
dn 6,27 (d, J = 9,4 Hz) e 7,60 (d, J= 9,4 Hz), relativos aos hidrogénios H-3 e H-4,
caracterizando os hidrogénios de uma dupla ligacdo cis conjugada com grupo
carbonila e com anel aromatico, caracteristicos para nucleos cumarinicos, nos
quais, o atomo de carbono C-5 nao se encontra substituido (Murray, et al., 1982).
Na regidao de hidrogénios aromaticos observam-se ainda dois sinais simples em
oy 6,92 e 6,85, relativos aos hidrogénios H-8 e H-5, evidenciando o modo de

substituicao nos atomos de carbono C-6 e C-7 do anel benzénico.

Um simpleto em &4 3,96 integrando para trés hidrogénios no espectro de
RMN "H (Figuras 125 e 126, v. 2, pgs. 122 e 123) evidencia a presenca de um
grupo metoxila no anel, sem ser atribuida, entretanto, a sua posicao de
substituicado no anel benzénico. A presenga de um sinal simples largo em &y 6,14
foi atribuido a um hidrogénio de um grupo hidroxila substituido podendo estar

substituido nos atomos de carbono C-6 ou C-7.

Conclui-se entdo que tem-se uma cumarina dissubstituida (escopoletina e
isoescopoletina) nas posigdes C-6 e C-7 pelos grupamentos hidroxila e metoxila,
onde sua distingdo ndo pode ser feita através do espectro de RMN *C (Figura
127, v. 2, p. 124).
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5 4 5 4
CH30 ¢ 9 N3 HO ¢ 9 N3
7 7
HO g 10707270 CH30 g 1007270
1 1

escopoletina isoescopoletina

Uma alternativa na distincdo dos dois isbmeros foi a analise por
espectrometria de massas, onde a escopoletina apresenta um sinal m/z 177, cuja
abundancia relativa é em torno de 70%, ao passo que seu isOmero pode
apresentar o mesmo sinal com intensidade nao tao alta (Vieira, 1999). Isto ocorre
em virtude de que o ion correspondente m/z 177 formado pela escopoletina pode
ser mais estabilizado do que o formado pela isoescopoletina (Figura 128, v. 2, p.
125 e Esquema 9, v. 2, p. 126).

Com base nessas informagdes obteve-se o espectro de CG/EM da
cumarina ELA-16 (Figura 128, v. 2, p. 125), onde se observou a presenga do ion
m/z 177 com abundancia relativa de 62%, o que leva a concluir que a cumarina

ELA-16 isolada é a escopoletina, e ndo a isoescopoletina.

Entdo, a andlise do espectro de massas para ELA-16 levou a férmula
molecular C1oHgO4 (M*" 192), onde os principais fragmentos estdo descritos no
Esquema 9, v. 2, p. 126.

Tabela 34: Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "*C (100 MHz) da substancia
ELA-16, em CDCI;. Os deslocamentos quimicos (0) estdo em ppm, e as

constantes de acoplamento (J) em Hz.

ELA-16
8c B
c
2 ND -
6 ND -
7 ND -
9 ND -
10 ND -
CH
3 13,5 6,27 (d, 9,4 Hz)
4 1431 7,60 (d, 9,4 Hz)
5 103,3 6,85 (s)
8 107,6 6,92 (s)
CH;,
OMe-6 56,5 3,96 (s)
HO-7 - 6,14 (sl)

ND= nao detectado
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5.2. TESTES BIOLOGICOS

5.2.1. Artemia salina Leach

De acordo com Dolabela (1997), os critérios de classificagcao de
toxicidade de extratos com base nos niveis de DLsyg em Artemia salina podem ser

assim interpretados:

DLso < 80 ug/mL, altamente toxicos;

entre 80 pg/mL e 250 pg/mL, moderadamente téxico e;
DLso > 250 pg/mL, com baixa toxicidade ou ndo téxico.

Na tabela abaixo s&o observados os valores de DLsy encontrados para
cada extrato testado:

Tabela 35: Extratos testados de Trichilia casarettii com respectivos resultados
DLso (ppm)  Intervalo de Confianga 99% (ppm)

Metandlico 3,372 1,610-7,678
Folhas Hexanico 254,260 157,538-644,426
n-Butandlico 245,410 161,376-495,004
Diclorometano 186,329 145,924-250,812
Galho Metandlico 221,960 179,120-286,109
n-Butandlico 207,520 77,75-431,106 (95%)

Em virtude do valor baixissimo encontrado para extrato metandlico de
folhas, DLsp (1,874 x 1072 ppm), o teste para este extrato foi repetido baixando-se
as concentracbes para 1; 2,5; 5 e 10 ppm. O valor da DLsy para estas

concentragdes é o expresso na tabela acima.

Portanto, com excegdo do extrato butandlico das folhas de Trichilia
casarettii (por muito pouco), todos os extratos testados sugerem a presenca de
substancias bioativas, com um destaque para o extrato metandlico das folhas,
que apresentou um excelente resultado citotdxico, justificando testes bioldgicos

futuros para as substancias puras isoladas.
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5.2.2. Teste antitumoral

Tabela 36: ICsq para extratos testados frente as células tumorais NCI-H460

ICs0 ppm
Folhas Butanolico 583,0
Diclorometano 617,8
T. casarettii

Galhos Acetato 139,2
Butanolico 708,6
Diclorometano 257.,5

Folhas
Acetato de Etila 714.6
T. silvatica Diclorometano 311,4
Galhos Acetato de Etila 264,3
Butanolico 550,7

Os resultados apresentados na Tabela 36 para os extratos de T.
casarettii e T. silvatica sao preliminares, visto que, para este tipo de linhagem de

célula tumoral ndo ha relato na literatura de testes com extratos vegetais brutos.

Desta forma, mesmo n&o sendo possivel propor uma analise comparativa,
vé-se que todos os extratos apresentaram resultados de ICsy abaixo de 1000
ppm, permitindo verificar que os extratos em acetato de etila dos galhos de
Trichilia casarettii e Trichilia silvatica foram os que apresentaram os melhores
resultados, podendo ser um indicativo de continuidade nos estudos para testar as
substancias puras isoladas desses extratos pelo teste colorimétrico MTT e na
sequéncia, o teste de fluorescéncia para avaliacido de morte apopitética celular ou

nao, nao ignorando os outros extratos.

5.2.3. Aedes aegypti

Na Tabela 37, p. 121 estdo relacionados os extratos vegetais testados

frente as larvas de Aedes aegypti:



121

Tabela 37: Extratos brutos analisados com relacao a atividade larvicida de Aedes
Aegypti

Butanolico

Acetato

Folha
Diclorometano

T. casarettii Hexano

Diclorometano
Galho Acetato

Butanolico

Folha Acetato

T. silvatica Acetato
Galho

Butanolico

Nao foi observado nenhum tipo de atividade dos extratos testados frente

as larvas de Aedes aegypti, visto que ndo se observou morte larvar.

5.2.4. Atividade antimicrobiana

5.2.4.1. Staphylococcus aureus

4 Extratos relacionados no Quadro 2, p. 74

Com relagao aos extratos citados no Quadro 2, p. 74, o extrato 1 (TCMA)
apresentou atividade superior aos demais frente a todas as cepas, com valores
médios dos halos variando de 25 mm para a RN6390B, 17 mm para ATCC 25923,
14 mm para SD a 13 mm para LSA-88 e COL. Os extratos 2 (TCFB) e 4 (TSMD)
nao se diferiram e também apresentaram atividade significativa para todas as
cepas, com as medidas dos halos de inibicdo variando entre 11 e 17 mm,
enquanto que o extrato 3 (TCFM) ndo apresentou atividade, na concentragao
avaliada para nenhuma das cepas, sendo similar ao controle DMSO, conforme se

pode observar na Figura 129, p. 122.
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Figura 129: Atividade antimicrobiana contra as cepas SE (A), LSA (B), SD (C),
ATCC (D), COL (E) e RN (F). TCMA (1), TCFB (2), TCFM (3), TSMD (4), solvente
DMSO p.a. (5) e Gentamicina (6) Quadro 2, p. 74.

v' Extratos relacionados no Quadro 3, p. 74

Os valores médios dos halos de inibicdo promovidos pelos extratos
definidos no Quadro 3, p. 74 apresentaram niveis variados, conforme ilustrado na
Tabela 38, p. 123.
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Tabela 38. Valores médios, em milimetros, dos didmetros dos halos de inibicdo
provenientes dos tratamentos (extratos mencionados no Quadro 3, p. 74) com
numeracao de 1 a 7, pelo controle positivo (Gentamicina) e pelo controle negativo
(DMSO p.a.)

Cepas de Staphylococcus
Extratos ATCC CcoL SD ATCC RN LSA 88
108032 25923

1 8,00%%" 3 10°"F 7733**% 0,00°® 0,00 8,00%*

2 4,909%8 2,7687bcA 0,00°® 0,00  6,50°" 2,767°AB

3 6,00 0,00 0,00 0,00 0,00 280"
4 9,067°°%  3,133°C 12,00%"® 6,733%® 14,80*" 11,733%B

5 13,367%°¢ 11,467 13,433 11,567° 14,967° 11,533%A

A A A A A

6 13,933%" g,733%8 12,1673 9,20*B 13,Z\33a 10,3678

7 3,50%" 0,00 0,00 0,00 0,00 10,00%*
Gentamicina | 15,233** 0,00  13,10** 11,60*"® 14,70**  12,90%*
DMSO 0,00™ 0,00 0,00  0,00°* 0,00 0,00*

Médias seguidas pela mesma letra minldscula na coluna (extrato) e pela mesma letra
maiuscula na linha (microorganismo) nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Pode-se observar, na Figura 130, p. 124, bem como na Tabela 38, que
os extratos 4, 5 e 6 apresentaram halos de inibigdo comparaveis aos halos
formados pelo antibidtico de referéncia, a Gentamicina, frente a todas as cepas
testadas, sendo que para a cepa COL, que é Meticilina resistente, observou-se
que o extrato 5 apresentou maior grau de inibicdo em relacdo aos demais,
inclusive ao antibidtico, que n&o apresentou nenhum halo na concentracio

mencionada.

Cada extrato foi considerado ativo quando apresentou halo de inibigao
comparavel ao promovido pelo padrao Gentamicina, cujas medidas dos diametros
dos halos variaram de 0 a 15,2 mm. O teste com o solvente (DMSO) mostrou que

nao houve qualquer interferéncia do mesmo sobre o crescimento microbiano.
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Figura 130: Formagado dos halos de inibicdo dos extratos do Quadro 3, p. 74
[TCMM (1), TCMB (2), TCFH (3), TCFA (4), TSMA (5), TSMB (6), TSFM (7),
Gentamicina (G) na concentragdo 10 ug/mL e DMSO (D) p.a. frente as cepas
ATCC10832 (A), Smith Diffuse ATCC13709 (B), COL (C), ATCC25923 (D), RN
(E) e LSA-88 (F)]
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5.2.4.1.1. Avaliacao do efeito de cada extrato do Quadro 3, p. 74 (Tabela 38,

p- 123) sobre as seis cepas de S. aureus

O extrato 1 apresentou maior efeito de inibicdo sobre as cepas
ATCC10832, SD (ATCC13709) e LSA-88.

O extrato 2 apresentou maior atividade inibitéria para a cepa RN, seguida
da ATCC10832, COL e LSA-88. As cepas ATCC25923 e SD nao apresentaram

nenhuma sensibilidade a este extrato.

O extrato 3 apresentou maior inibicao para a cepa ATCC10832 que néao
se diferiu significativamente da LSA-88. Nao foi observado nenhum efeito destes
extratos sobre as cepas COL, SD (ATCC13709), ATCC25923 e RN.

O extrato 4 foi mais efetivo sobre a cepa RN que ndo se diferiu
significativamente da SD (ATCC13709) e LSA-88.

O extrato 5 foi mais efetivo dentre todos os extratos e apresentou inibicdo
similar para todas as seis cepas testadas, conforme ilustra a Figura 129, p. 122.
Observou-se maior atividade antimicrobiana frente a cepa RN (halo 14,967 mm),

qgue nao se diferiu da Gentamicina (didametro de halo 14,700 mm).

Frente a cepa LSA-88, os extratos 4 e 5 foram os que apresentaram
maior acado antimicrobiana, conforme pode-se observar na Figura 130, p. 124, e
nao se diferiram significativamente da Gentamicina (halo 12,900 mm). Esta cepa,
que foi isolada de amostra de leite de vaca com mastite subclinica, na regiao de
Campos dos Goytacazes — RJ, apresenta resisténcia a outras drogas, porém
trata-se de uma cepa sensivel & Meticilina (Motta 2000a). E uma cepa
enterotoxigénica, ou seja, produtora de enterotoxinas, o que denota maior

patogenicidade da mesma (Motta e colaboradores, 2001).

N&o foi observada nenhuma atividade antimicrobiana significativa para o

extrato 7 frente as cepas testadas.

Dessa forma, os resultados observados pelas zonas de inibicao, relativas
aos extratos testados, sao relevantes e justificam estudos posteriores envolvendo

a influéncia dos mesmos sobre a producao de enterotoxinas.
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5.2.4.1.2. Avaliagao de concentragoes diversas do extrato 5 (TSMA) sobre as
cepas ATCC25923 e LSA-88 através da diluicao seriada.

Depois da triagem feita pelo método da difusdo em Agar, verificou-se que
para as cepas testadas, o extrato que apresentou maior efeito antimicrobiano foi o
numero 5, obtido pela extragcdo com acetato de etila dos galhos de T. silvatica.
Assim foi feita uma avaliagdo da sua atividade frente as cepas ATCC25923 e

LSA-88 do método de diluigdo em meio liquido.

Na Figura 131 pode-se observar o evidente efeito do extrato TSMA, e na

Tabela 39, pode-se analisar o resultado para CMI.

Figura 131: Atividade antimicrobiana do extrato 5 (TSMA) frente a cepa
ATCC2593: (A) controle, (B) efeito antibacteriano na concentragdo de 150 ug de
extrato/mL, (C) crescimento bacteriano na concentragdo de 75 ng de extrato/mL.

Tabela 39: Avaliacédo da atividade do extrato 5 frente as cepas ATCC 25923 e
LSA-88

Cepa Concentracao do extrato 5 (ug/mL) Controle
150 75 32 16,3 1 2
ATCC25923 10 7,3x10°  >300 C 2,3x10’ 0
LSA-88 1,8x10° 3,3x10°  10° >300  2,3x10’ 0

C: UFC= 300 (confluéncia de colbnias).
Controle 1: meio de crescimento sem extrato e com indculo.
Controle 2: meio de crescimento com antibiético gentamicina na concentragao de

20 ug/mL sem extrato e com indculo.
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Observou-se que o referido extrato teve acentuado efeito bacteriostatico
quando na concentragado 150 pug/mL para ATCC25923, porém este efeito nao foi
observado para a cepa LSA-88 nas concentracbes testadas. Este estudo
corrobora os estudos realizados por Pizzolatti e coladoradores (2002), quando
verificaram a concentragdo minima inibitéria e concentragdo minima bactericida
frente a cepa ATCC 25923 de uma mistura de flavolignanas isoladas do extrato

em acetato de etila de T. catigua foi de 310 ng /mL.

De uma maneira geral observou-se que houve uma redugdo do numero
de UFC em presenga do extrato 5 nas diversas concentragdes, tanto para
ATCC25923 quanto para a LSA-88, quando comparadas ao controle, cujas placas

apresentaram confluéncia de colbnias.

Estes resultados permitem sugerir que o efeito do extrato 5 pode estar

associado ao conjunto de seus componentes ou a algum componente isolado.

5.2.4.2. Microorganismos na flora bucal

5.2.4.2.1. Streptococcus mutans

Nenhum dos extratos testados, citados na Tabela 22, p. 76, apresentaram

halo de inibi¢ao significativo para esta bactéria.

5.2.4.2.2. Outros microorganismos na flora bucal

Na Tabela 40, p. 128 estdo apresentados os resultados obtidos para CMI
dos extratos de T. silvatica testados frente a um conjunto de bactérias presentes

na flora bucal:
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Tabela 40: Concentragdo minima inibitéria frente aos microorganismos na flora
bucal

Resultados - ug/mL
Amostra 3 : 3 3 [ s
., . L. casei ., : S. mitis
salivarius | E. faecalis ATCC sanguinis | sobrinus ATCC mutans
ATCC ATCC 4082 11578 ATCC ATCC 49456 ATCC
25975 10556 33478 25175
TSLA 400 > 400 > 400 > 400 > 400 400 > 400
TSFA > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 400 > 400
TSFB 60 > 400 400 > 400 300 300 90
Clorzx'd'” 0,0922 | 0,3688 | 0,1844 | 0,3688 | 0,0922 |0,3688 |0,0922

Concentragdes dos extratos testados = 20 ug/mL a 400 ug/mL

Concentragdes do controle positivo testado = 0,0115 pg/mL a 5,9 ug/mL

Rios e Recio em 2005 afirmaram que um extrato pode apresentar uma
atividade antimicrobiana interessante quando valores de ICs, ficarem abaixo de
100 pg/mL, o que pode ser observado com o extrato TSFB para dois
microorganismos: S. salivarius ATCC 25975 e S. mutans ATCC 25175. Os
resultados podem sugerir, portanto, a possibilidade da existéncia de substancias

(ou grupo de substéancias) ativas no extrato.
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6. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das espécies Trichilia casarettii e Trichilia silvatica
resultou no isolamento de treze substadncias: os triterpenos 24-
metilenocicloartano-12-ox0-3p3,22a-diol (ainda nao descrito na literatura), 24-
metilenocicloartano-33,22-diol, Trichiliol (ainda ndo descrito na literatura), 24,25-
diidroxicicloart-22-enol (ainda ndo descrito na literatura), 22-hidroxicicloart-24-
enol, lupeol, o diterpeno fitol, os esterdides B-sitosterol, estigmasterol, estigmas-
5,20(22)-dien-3B-ol (ainda ndo descrito na literatura) e itesmol, e a cumarina

escopoletina de Trichilia casarettii.

Da espécie Trichilia silvatica foram isolados os esteréides B-sitosterol e
estigmasterol, o sesquiterpeno ambrosanoli-11,10-diol (ainda ndo descrito na
literatura) e a cumarina escopoletina, revelando um predominio de substancias
terpénicas tanto em T. silvatica quanto em T. casarettii, 0 que esta de acordo com

a representacéo do género.

As estruturas foram estabelecidas por técnicas espectrométricas,
principalmente uni e bidimensional RMN ('H-'H-COSY, 'H-'"H-NOESY, HMQC e

HMBC), e espectrometria de massas de baixa e alta resolugéo.
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Para os testes preliminares efetuados, obtive-se uma série de resultados

importantes, a saber:

Frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach, todos os extratos
testados apresentaram toxicidade relatada, porém, o extrato metandlico das

folhas da espécie Trichilia casarettii foi o que se caracterizou com alta toxicidade.

A analise anticancerigena frente a linhagem tumoral NCI-H460 sugere
uma avaliagcdo das substancias puras que forem isoladas dos extratos em acetato
de etila dos galhos de Trichilia casarettii e Trichilia silvatica, pois se apresentaram

mais ativos.

A andlise frente as larvas de Aedes aegypti conclui-se que as espécies
nao possuem atividade larvicida, o que ndo descarta a atividade inseticida, que

pode ser avaliada futuramente com o inseto adulto.

Com relagdo a analise de atividade antibacteriana tem-se que: os extratos
TCMA, TCFA, TSMA e TSMB apresentaram atividade frente as seis cepas
testadas da bactéria Staphylococcus aureus; para Streptococcus mutans, foi
observada atividade apenas para o extrato TSFB, que também se mostrou ativo

para a bactéria Streptococcus salivarius.

As atividades observadas para os extratos brutos, descritas acima,
sugerem um possivel potencial antitumoral e antibacteriana para as substancias
(ou um grupo delas) presentes em cada extrato ativo, revelando a importéncia na

continuidade de estudos com o género Trichilia.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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