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RESUMO

O presente trabalho descreve o isolamento de alguns constituintes quimicos,
bem como a avaliacdo das atividades moluscicida e larvicida de extratos e fragbes
das folhas e do caule da espécie Tocoyena selloana K. Schum. (Rubiaceae),
conhecida como genipapo-bravo e coletada em Barra de Sdo Miguel / Alagoas. O
estudo fitoquimico conduziu ao isolamento de dois triterpendides, o acido 33-hidroxi-
urs-12-en-28-6ico (acido ursolico), o qual est4 sendo descrito pela primeira vez no
género Tocoyena e o acido 3-O-B-D-glicopiranosilquinévico; o carboidrato (2R, 3R,
4R, 5R)-1,2,3,4,5,6-hexa-hidroxi-hexano (D-Manitol), também descrito pela primeira vez
no género e uma quarta substancia, possivelmente um triterpeno que nao teve ainda
sua estrutura caracterizada. Todas as substancias isoladas tiveram suas estruturas
identificadas com base na analise dos dados espectrais (IV, RMN *H, *C e DEPT) e
comparacao com dados descritos na literatura. Os extratos em etanol das folhas e
do caule, bem como as fracbes em hexano, cloroférmio, acetato de etila, butanol e
agua foram considerados inativos frente ao caramujo Biomphalaria glabrata e as

larvas do mosquito Aedes aegypti na concentracao de 500 ppm.

Palavras chave: Tocoyena selloana, Rubiaceae, D-manitol.
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ABSTRACT

This work describes the isolation and elucidation of some chemical
constituents, as well as evaluation of the molluscicidal and larvicidal activities of the
extracts and fractions from the leaves and stem of Tocoyena selloana K. Schum.
(Rubiaceae), known popularly as genipapo-bravo, colleted in Barra de Sao Miguel /
Alagoas. From the phytochemical investigation, were isolated of the two
triterpenoids, the 3-O-B-D-glucopiranosil quinovic acid and the ursolic acid, the last
one, is being described for the first time in the genus Tocoyena. The carbohydrate D-
Mannitol, was also isolated it is described for the first time in the genus too, a fourth
substance, possible triterpen, is not fully characterized yet. All isolated substances
were elucidated on the basis of their spectral data (IR, NMR *H, *C and DEPT) and
compared with data described in the literature. The ethanol extracts and fractions
from the leaves and stem of T. selloana did not show activity against the

Biomphalaria glabrata and Aedes aegypti in concentration of 500 ppm.

Key words: Tocoyena selloana, Rubiaceae, D-mannitol.
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1. INTRODUCAO



1.1. Aspectos Gerais dos Produtos Naturais

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e
prevencdo de doencas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade (Veiga Junior et al, 2005). Na histéria do desenvolvimento das
civilizagcdes Oriental e Ocidental encontram-se muitos exemplos da utilizacdo de
recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em mecanismos de defesa.
A medicina tradicional chinesa, por exemplo, desenvolveu-se com tal eficiéncia que
até hoje muitas espécies e preparados vegetais medicinais sdo estudados na busca
pelo entendimento de seu mecanismo de acdo e o isolamento dos principios ativos
(Viegas Junior et al, 2006).

Acredita-se que cerca de 80% da populacdo mundial usem as plantas como
primeiro recurso terapéutico (Silva & Filho, 2002) e a tendéncia desde a metade do
século XIX, tem sido a utilizacdo de substancias isoladas em substituicio aos
extratos vegetais que apresentam alguma propriedade terapéutica comprovada e
tenham seus constituintes ativos identificados (Schenkel et al, 2007).

As plantas, além de seu uso na medicina popular, tém contribuido, ao longo
dos anos para a obtencdo de varios farmacos, até hoje amplamente utilizados.
Como exemplo, podemos citar a colchicina (1), encontrada na espécie Colchicum
autumnale e utilizada como anti-inflamatério e a morfina (2), principio ativo do 6pio,
preparado de Papaver somniferum, que € conhecida desde a época dos Sumeérios
(4000 a.C.) devido as suas propriedades soporiferas e analgésicas, havendo relatos
na mitologia grega atribuindo a papoula do 6pio o simbolismo de Morfeu, o deus do
sono (Filho & Yunes, 1998; Viegas Junior et al, 2006).

H,CO

OCH,

(1) Colchicina (2) Morfina



Von Martius, botanico aleméao criador da obra Flora Brasiliensis, definiu o poder
das ervas brasileiras como: "As plantas medicinais brasileiras ndo apenas curam,
fazem milagres”, de fato, das 200.000 espécies vegetais que possam existir no
Brasil, pelo menos a metade pode ter alguma propriedade terapéutica util a
populacédo, mas nem 1% dessas espécies foram cientificamente estudadas (Barraca,
1999; Chiquieri et al, 2004).

As plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com poucas ou nenhuma
comprovacdo de suas propriedades farmacologicas. Comparadas com a de
medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas
medicinais e fitoterapicos pode parecer trivial. Isto, entretanto, ndo € verdade. A
toxicidade de plantas é um problema sério de salde publica. Os efeitos adversos
dos fitomedicamentos, possiveis adulteracdes e toxidez, bem como a agéo sinérgica
ocorrem comumente (Veiga Junior et al, 2005). Com isso, é fundamental a
realizacdo de pesquisas para investigacdo dos constituintes quimicos das plantas,
visando a possibilidade de aplicacéo no tratamento das mais diversas patologias.

Serado abordados alguns aspectos relacionados a familia Rubiaceae e ao género

Tocoyena, assim como a esquistossomose e a dengue.

1.2 Consideracfes Sobre a Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae Juss., descrita pela primeira vez por Antoine Laurent de
Jussieu, em 1789, tem seu nome derivado do género Rubia L., do latim rubium,
relativo a tinta vermelha produzida pelas raizes de plantas deste género, utilizadas
para tingir tecidos (Pereira, 2007). Ela representa a quarta maior familia do grupo
das Angiospermae, com cerca de 650 géneros e mais de 13.000 espécies,
distribuidas principalmente nas regifes tropicais e subtropicais do globo, com
poucos representantes nas areas temperadas e frias. No Brasil, estdo descritos
préximo de 130 géneros e 1500 espécies (Hottz et al, 2007).

A maioria das espécies de Rubiaceae sao arvores de pequeno porte ou
arbustos muito frequientes em bosques e subosque. A familia pode ser facilmente
reconhecida pelas folhas geralmente opostas e pela presenca de estipulas
interpeciolares. A grande variacdo nas formas, tamanhos e cores das flores atrai um

grande numero de polinizadores para a familia. Os frutos carnosos também variam



nas cores e tamanhos, sendo dispersos por passaros, morcegos ou ainda por
pequenos mamiferos (Taylor et al, 2007).

A familia Rubiaceae tem sido dividida em quatro subfamilias: Ixoroideae,
Cinchonoideae, Antirheoideae e Rubioideae. A avaliagdo de dados quimicos revela
gque na subfamilia Ixoroideae, os iridoides s&o considerados marcadores
quimiotaxondmicos exclusivos, enquanto em Cinchonoideae os alcaléides inddlicos
predominam e, em Rubioideae, as antraquinonas estdo presentes como a principal
classe de metabolitos secundarios. J& na subfamilia Antirheoideae n&o ha
ocorréncia de nenhum destes marcadores quimicos (Gazda, 2004).

A familia Rubiaceae possui espécies de grande importancia econémica, que

séo exploradas das seguintes formas:

® Como alimenticias, tem-se como exemplo o café que é uma das bebidas mais
consumidas no mundo e provém de uma arvore do género Coffea que dentre as
varias espécies conhecidas se destaca a espécie Coffea arabica L. O componente
mais conhecido obtido do café é a cafeina (3), devido as suas propriedades
fisiologicas e farmacoldgicas. A cafeina € um alcaldide, pertencente ao grupo das
xantinas, € uma substancia inodora e possui sabor amargo bastante caracteristico
(Monteiro e Trugo, 2005).

I
O N N
/N
H3C N\
o CHj,
(3) cafeina

® Ornamentais, como a Ixora coccinea Linn., conhecida como Ixora (Figura 1)
(Dias-Arieira et al, 2007), e a Galianthe brasiliensis conhecida pelo nome de poaia-
do-campo (Figura 1), que € utilizada inclusive na medicina popular por suas

propriedades eméticas (Moura et al, 2006).
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Ixora poaia- do- campo
http://www.florabeiradamata.com.br , http://exactas-unam.dyndns.org,
acessado em agosto de 20009. acessado em agosto de 2009.

Figura 1. Plantas ornamentais da familia Rubiaceae.

¢ Na industria farmacéutica, a Cinchona pubescens Vahl, uma das espécies
produtoras da quinina (4), que é empregada no tratamento da malaria (Coelho et al,
2006); a Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Richard, planta que produz os alcal6ides
isoquinolinicos emetina (5) e cefalina (6) que possuem propriedades amebicidas,
expectorantes, diaforéticas e eméticas. Aléem disso, varias espécies sao referidas
popularmente como medicinais, dentre as quais destacam-se: Coutarea hexandra
(Jacq.) K. Schum., diversas espécies dos géneros Borreria, Cinchona e Richardia
(Fabri, 2008; Franca, 2007) e plantas do género Diodia que sdo usadas como
agentes anti-reuméticos, antidiarréicos, laxativos, eméticos e no tratamento de

Ulceras gastricas, urticarias e gastrites (Moura et al, 2006).

(4) quinina (5) emetina


http://www.florabeiradamata.com.br/

HO

HyCO

H

(6) cefalina

1.2.2 Estudos Quimicos Sobre a Familia Rubiaceae

Estudos quimicos realizados com espécies da familia Rubiaceae, indicam
uma grande diversidade de metabdlitos secundarios como iridoides, alcal6ides
inddlicos, antraquinonas, flavonoides e outros derivados fenolicos e terpendides
(triterpenos, diterpenos). Destes, iridoides, antraquinonas e alcaldides indolicos séo
considerados marcadores quimiotaxondmicos da familia (Gazda, 2004). Dentre os
diversos relatos na literatura de metabolitos secundarios isolados de Rubiaceas,
podemos mencionar:

Richardia grandiflora — Conhecida popularmente como ervanco, € utilizada
na medicina popular como vermifugo. Estudos fitoquimicos conduziram ao
isolamento de B-sitosterol (7), acido salicilico (8), estigmasterol (9) e acido-m-metoxi-
p-hidroxibenzéico (10) (Tomaz et al, 2008).

COOH

OH

(7) B-sitosterol (8) acido salicilico



COOH

OCH,

OH

(10) &cido-m-metoxi-p-hidroxibenzaico
(9) estigmasterol

Galianthe brasiliensis - E uma planta ornamental usada como emético na
medicina popular. Desta planta foram isolados os iridéides glicosilados
asperulosideo (11) e desacetilasperulosideo (12) e o B-sitosterol (7) (Moura et al,
2006).

OH OH

HO HO
asperulosideo (11) desacetilasperulosideo (12)

Guettarda pohliana — Conhecida popularmente como angélica-do-mato, é
utilizada no tratamento de ferimentos e inflamacgbes. Estudo quimico realizado com
esta espécie conduziu ao isolamento do &cido quindévico (13), das saponinas
triterpénicas: os acidos 28-O-B-glicopiranosilquinévico (14), 3-O-B-D-glicopiranosil-
28-0-B-glicopiranosilquinévico (15), 3-0O-B-D-quinovopiranosil-28-O-B-glicopiranosil-
guindvico (16) e 3-O-B-D-glicopiranosil-28-0-B-D-glicopiranosilcinchdlico (17) e ainda
o0 acido 4,5-O-dicafeoilquinico (18) (Oliveira et al, 2008).
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(16) acido 3-O-B-D-quinovopiranosil-28-O-B-glicopiranosilquinévico
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HO

HO OH

(18) &cido 4,5-O-dicafeoilquinico

Chomelia obtusa — Esta espécie é um arbusto tipico do Cerrado, conhecida

popularmente como viuvinha. Em andlise fitoquimica realizada, foram isoladas as



substancias: acido 3-O-B-D-quinovopiranosil-28-O-f-D-glicopiranosil quinévico (16)
acido ursdlico (19), acido oleandlico (20), acido 3-O-B-D-quinovopiranosil-28-O-3-D-
glicopiranosil cinchdlico (21), e o flavonoide 3-O-B-D-glicopiranosil quercetina (22)
(Barros et al, 2008).

(19) acido ursolico (20) acido oleandlico

OH (@]

(22) 3-O-B-D-glicopiranosil quercetina
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1.3 Consideracdes Sobre o Género Tocoyena

O género Tocoyena, para o qual sdo descritas cerca de 30 espécies com
distribuicdo neotropical, ocorrendo na América Central e América do Sul, até o sul do
Brasil. S8o espécies tipicas do Cerrado, sendo encontradas preferencialmente no
Cerrado stricto senso, mas também ocorrem em florestas com clima quente e Umido,
como a Floresta Amazonica. Todos os representantes do género sao arvores de
pequeno porte ou arbustos (Coelho et al, 2006).

O género Tocoyena pertence a subfamilia Ixoroideae, sendo os iridéides
considerados seus principais marcadores quimiotaxondémicos. Além de iriddides, a
subfamilia é conhecida por metabolizar flavondides, triterpenos, derivados fendlicos
e alcaldides do tipo emetinicos, quinolinicos e poliindoleninicos (Hamerski et al,
2005).

Foram encontrados na literatura apenas quatro relatos sobre avaliacbes

fitoquimicas de quatro espécies no género Tocoyena, mencionadas a seguir:

Tocoyena formosa K. Schum. é uma espécie lenhosa de porte arbustivo-
arboreo, de ampla distribuicdo geografica no bioma Cerrado e conhecida
popularmente como olho-de-boi (Carvalho et al, 2007). E uma espécie da América
do Sul, encontrada no Paraguai, Bolivia e Brasil (Coelho et al, 2006). Essa planta é
muito usada, pela populacdo em geral, no tratamento de inflamacdes ésseas
e musculares, entorses e inchacdes, e também como calmante cardiaco. Da casca
do caule é preparado um cataplasma, que é aplicado diretamente sobre a area
lesionada, deixando o local enegrecido e acelerando o processo de reparo (Azevedo
et al, 2006).

Estudos fitoquimicos realizados com T. formosa revelaram a presenca de
iridéides, entre eles o a-gardiol (23) e B-gardiol (24), os quais apresentaram
atividade antifungica (Bolzani et al, 1997). Foram também isolados os iridéides

galiosideo (25) e o apodantosideo (26) (Bolzani et al, 1996) .
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(24) B-gardiol

CO,CH,
H
\
o) HO
HO,C H o o
OH
OH
HO
(25) Galiosideo (26) apodantosideo

Tocoyena bullata Schum. é uma arvore pequena encontrada principalmente na
Zona Litoranea e na Restinga. E uma espécie atraente pela coloracdo de suas
folhas verde-brilhantes e pela disposicdo congesta das mesmas, associadas as
flores brancas, que a tornam possuidora de grande potencial ornamental. A
avaliacdo fitoquimica conduziu ao isolamento do iridéide gardenosideo (27) (Poser,
1998).

(27) gardenosideo

12



Tocoyena brasiliensis Mart., conhecida popularmente como genipapinho, é
facilmente encontrada no Brasil, exceto na regiao sul (Delprete, 2008). No trabalho
desenvolvido por Hamerski e colaboradores (2005), foram isolados um flavonoide
glicosilado, identificado como sendo o ramanzina-3-O-rutinosideo (28) e duas
misturas binarias de saponinas triterpénicas, a primeira contendo o acido 3-O-B-D-
quinovopiranosil quindvico (29) e o acido 3-O-B-D-quinovopiranosil cinchdlico (30) e
a segunda, o &cido 3-O-B-D-glicopiranosil quindvico (31) e o acido 28-O-B-D-
glicopiranosilquindvico (14).

(30) &cido-3-0-B-D-quinovopiranosil cinchdlico
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HO

HO

HO

(31) acido 3-O-B-D-glicopiranosil quindvico

Tocoyena selloana K. Schum., conhecida como genipapo bravo, é uma
arvore pequena. A casca do caule é utlizada na medicina popular como
antiinflamatério sob forma de compressas em areas afetadas por contusdes. De um
espécime desta planta, foram isolados uma cumarina, a escopoletina (32), e uma
saponina triterpénica, o acido 3-B-O-B-D-glicopiranosilquinévico (31), além de dois
iriddides, o B-gardiol (24) e seu epimero (33) (Jane et al, 1997).

H//
2
%

MeO

X
HO
HO (@) o ©
(32) escopoletina (33) epimero do B-gardiol

1.4 Consideracdes Sobre a Esquistossomose

As esquistossomoses sdo doencas transmitidas por trematddeos do género
Schistosoma que, para o homem, tém como principais agentes etiolégicos as
espécies S. mansoni, S. heamatobium e S. japonicum (Pordeus et al, 2008).

O controle da esquistossomose € uma das tarefas mais dificeis dos servicos
de Saude Publica. A importancia da doenca ndo se restringe a persisténcia da
prevaléncia e larga distribuicdo geografica no mundo. Ela diz respeito, também, ao
mecanismo de escape do molusco frente ao moluscicida, precarias condicées de

moradia e saneamento basico, atividades econdmicas ligadas ao uso da agua —
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principalmente em zonas rurais —, longo tempo para educacdo sanitaria e adesao
aos programas de controle. Além disso, hd de se considerar a inexisténcia de
mecanismos naturais de defesa imunoldgica, bem como de uma vacina efetiva
(Pordeus et al, 2008).

A esquistossomose mansonica € uma endemia mundial, ocorrendo em 52
paises e territorios, principalmente na América do Sul, Caribe, Africa e Leste do
Mediterraneo, onde atinge as regides do Delta do Nilo, além de paises como Egito e
Sud&o. No Brasil, a transmissdo ocorre em 19 estados, numa faixa continua ao
longo do litoral, desde o Rio Grande do Norte até o interior do Espirito Santo e Minas
Gerais. Atualmente, as prevaléncias mais elevadas sédo encontradas nos estados de
Alagoas, Pernambuco, Sergipe, Minas Gerais, Bahia, Paraiba e Espirito Santo
(Ministério da Saude, 2005). Em Alagoas, 60% do territério € area endémica e mais
de dois milhdes de individuos estariam expostos a infecgéo (Couto, 2005).

O ciclo biolégico de transmissédo da esquistossomose é descrito da seguinte
forma. Os ovos do S. mansoni sdo eliminados pelas fezes do hospedeiro humano
infectado e, se as fezes sdo lancadas nas colecdes de agua doce, eles eclodem
liberando uma larva ciliada, denominada miracidio, responsavel por infectar o
hospedeiro intermediario. Ap0s quatro a seis semanas, as larvas abandonam o
caramujo e ficam livres na agua, na forma de cercaria. Se o homem tiver contato
com aguas infectadas pelas cercarias, estas penetram ativamente, pela pele e
mucosa, fazendo com que o individuo adquira a infec¢cdo. O verme se desenvolve no
organismo humano durante duas a seis semanas ap0s a penetracao das cercarias
(Figura 2, p. 16). Passado esse periodo, o homem infectado pode transmitir a
doenca eliminando ovos de S. mansoni nas fezes, por muitos anos. O verme, por Si
s6, ndo é capaz de induzir uma significante patologia no homem. A deposicao de
ovos no figado e outros 6rgdos, entretanto, € o responsavel pela vigorosa resposta
inflamatoria. Assim, no combate a esquistossomose ha dois caminhos a seguir: 0
tratamento de individuos infectados e a profilaxia mediante a destruicdo dos
caramujos que sao hospedeiros intermediarios, com o0 uso de substancias
moluscicidas (Pordeus et al, 2008; Ministério da Saude, 2005).

As substancias moluscicidas sdo um fator crucial para o controle da
esquistossomose. Apenas uma substancia sintética, a niclosamida (34), é

recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como moluscicida. Em
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paises do Terceiro Mundo o uso de moluscicidas sintéticos tem causado problemas
de toxidade, contaminacdo do meio ambiente e a resisténcia dos caramujos
(Biomphalaria glabrata) transmissores da esquistossomose. Em contraste, o uso de
plantas com atividade moluscicida pode representar uma alternativa barata, além de

nao poluir o meio ambiente (Pinheiro et al, 2003).

OH
H Cl
N
Cl
O
NO,
(34) niclosamida

L\ = Estégio Diagnéstico
o As cercérias s&o liberadas pelo caramujo,

para a agua, e nadam livremente
Esporocisto em caramujos
(sucesswas geragdes)
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(http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/IFN Esquisto.htm acessado em abril de
2008).

Figura 2. Ciclo de vida do Schistosoma.
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1.5 Consideracdes Sobre a Dengue

A dengue tem se destacado entre as enfermidades reemergentes e €
considerada a mais importante das doencas virais transmitidas por artrépodos. A
incidéncia de dengue tem aumentado nas ultimas décadas. A doenca ocorre em
mais de 100 paises e expde mais de 2,5 bilhdes de pessoas ao risco de contrai-la
nas areas urbanas, periurbanas e rurais dos tropicos e subtropicos. A dengue é
endémica na Africa, nas Américas, no Leste do Mediterraneo, no Sudeste Asiatico e
no Oeste do Pacifico (Braga & Valle, 2007).

A dengue ocorre e dissemina-se especialmente nos paises tropicais, onde as
condicbes do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do
Aedes aegypti, principal mosquito vetor. O A. aegypti, encontrou no mundo moderno
condi¢cBes muito favoraveis para uma rapida expansao, pela urbanizacéo acelerada
gue criou cidades com deficiéncias de abastecimento de agua e de limpeza urbana;
pela intensa utilizagcdo de materiais nao-biodegradaveis, como recipientes
descartaveis de plastico e vidro; e pelas mudancas climaticas (FUNASA, 2002;
Ministério da Saude, 2005).

O combate ao mosquito A. aegypti (Figura 3, p. 18) deve ser feito de duas
maneiras: eliminando os mosquitos adultos e, principalmente, acabando com os
criadouros de larvas. O inseticida aplicado em regides epidémicas, elimina apenas a
forma adulta do mosquito, mas ndo tem nenhuma eficacia para acabar com as
larvas desse inseto. Para controlar os criadouros, foram utilizadas alternativas tais
como: controle biolégico através de peixes, moluscos, bactérias etc; uso de

larvicidas quimicos, como o temefds e o metoprene (Cavalcanti et al, 2004).

http://www.rc.unesp.br/ib/zoologia/%20.htm, acessado em setembro de 2009.

Figura 3. Mosquito Aedes aegypti
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Com o surgimento de formas resistentes do mosquito aos inseticidas
convencionais utilizados, tem crescido a procura por extratos vegetais e substancias
naturais que sejam efetivas no combate ao mosquito adulto e/ou a larva de A.
aegypti e que sejam isentas de toxidade para o meio ambiente. Plantas, como
organismos que co-evoluem com insetos e outros microorganismos, sdo fontes
naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas (Simas et al, 2004).

Dentre as substancias extraidas de plantas com propriedades larvicidas
cientificamente comprovadas, destacam-se o acido anacardico (35), e o0s
sesquiterpenos: E-nerolidol (36) e E, E-farnesol (37) (Cavalcanti et al, 2004).

OH
COOH
(35) Acido anacardico
HO
AN Z X
‘ X
(36) E-nerolidol (37) E, E-farnesol

1.6 Caracterizacdo da Espécie

A espécie Tocoyena selloana (Cham. & Schitdl.) K. Schum. (Figura 4),
pertencente a familia Rubiaceae, com distribuicdo neotropical, tem como sinénimos:
Gardenia sellowiana Cham. & Schltdl., T. sellowiana, T. brasiliensis e T.
lichmophora. No Brasil, ocorre nos Estados de Alagoas, Bahia, Ceard, Minas Gerais,
Para, Parana, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte e Santa
Catarina. E geralmente encontrada na mata Umida e em outros ambientes

litorneos.
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Sao plantas lenhosas com altura variando de 2 - 4m de altura, caule glabro e
entrenés 0,7- 4,2 cm de comprimento. Estipulas 0,5-0,9 x 0,4-0,5 cm, inteiras,
triangulares e glabras. Folhas obovada a lanceoladas, limbo com 8,3-16,5 x 5,2-
10,5 cm, peciolo 0,9-1,6 cm, opostas, membrandceas a cartdceas, glabras em
ambas as faces, cor castanha quando seca, margem inteira, apice obtuso a agudo,
base atenuada a aguda, nervura peninérvea, 7-10 pares de nervuras. Inflorescéncia
em dicdsio compostos terminais, flores diclamideas, androgenas. Célice
campanulado esverdeado, persistente, 1,1-1,5cm de comprimento. Corola amarela,
pentamera, tubo 11,1-13,2 de comprimento. Ovario bilocular, pluriovular. Estilete
terminal, bifido, 10,6 — 10,9cm de comprimento. Estames 5 livres, sésseis; anteras
0,8-1,0cm de comprimento, dorsifixas, amarelas. Frutos carnosos tipo baga,
subglobosa, glabra. Sementes lisas (Rocha, 2007).

Figura 4. Fotos de Tocoyena selloana (Rocha, 2007)

19



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Realizar andlise fitoquimica dos extratos das folhas e do caule da espécie
Tocoyena selloana (genipapo bravo) e avaliar as atividades moluscicida e larvicida.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade moluscicida e larvicida dos extratos etandlicos e fracdes,
provenientes dos extratos etandlicos das folhas e caule de um espécime de

Tocoyena selloana (genipapo bravo) coletada em Barra de Sdo Miguel/Alagoas.

Conhecer a composicdo quimica das folhas e caule de Tocoyena selloana

(genipapo bravo).

Contribuir para o conhecimento de alguns constituintes quimicos e atividade

biologica das plantas do estado de Alagoas.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

22



3.1 Solventes, Reagentes e Equipamentos

e Na preparacao dos extratos utilizou-se percolador de aco inoxidavel;

e Nas separacdes cromatogréaficas utilizou-se gel de silica 60 (70-230 e 230-
400 mesh da Merck) e Sephadex LH-20, bem como solventes (hexano,
cloroférmio, acetato de etila, e metanol) pré-analise (P.A.)(Dinamica);

e A concentracdo das solu¢des com grande volume foi efetuada em evaporador
rotatério (Blchi, modelo RE-111), e as com volume pequeno a temperatura
ambiente e em capela de exaustao (Permution);

e Nas separagfes cromatograficas em coluna, utilizou-se como adsorvente
silica (70-230 mesh). O tamanho e o didmetro da coluna variaram de acordo
com a quantidade da amostra e da silica a serem empregadas;

¢ Nas permeacdes em gel foi utilizada Sephadex LH-20 (Pharmacia);

e Nas cromatografias em camada delgada foram utilizadas cromatoplacas preé-
fabricadas (Merck), bem como confeccionadas no proéprio laboratorio (0,75
mm de espessura) utilizando-se silica gel 60 da Merck. Sendo estas
preparadas utilizando-se suspensdo de silica gel em agua destilada,
espalhada sobre placas de vidro através de um espalhador mecéanico e
ativadas em estufa (Biopar) a 100°C;

e Os cromatogramas foram revelados através de irradiacdo com luz
ultravioleta em comprimento de onda 245 e 365 nm, imersdo em cubas
contendo vapores de iodo, borrifacdo com reagente de Lieberman-Burchard e
borrifacdo com solucéo acida de sulfato cérico;

e Os pontos de fusdo foram determinados usando um aparelho da Macro
Quimica, modelo MQAPF-302;

e Na secagem da vidraria utilizou-se estufa de esterilizacdo universal Biopar,
modelo S225T;

e As pesagens dos extratos e fracbes foram efetuados em balanca eletrénica
analitica (Shimadzu, modelo AX200) ou semi analitica (OHAUS);

e Nas dissolucdes dos extratos utilizou-se ultra-som Branson (mod. 1210);

e Os espectros de RMN (*H: 400 MHz; **C: 100 MHz) foram registrados em

espectrometro da Briker Avance 400 do Instituto de Quimica e Biotecnologia
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da Universidade Federal de Alagoas e as amostras foram dissolvidas em
solventes deuterados (metanol, cloroférmio, piridina e agua);

e Os espectros no Infravermelho foram obtidos em equipamento Varian 660-IR,
utilizando acessoério ATR;

e A solucao acida de sulfato cérico utilizada como revelador foi preparada com
0,30g de sulfato cérico e 7 mL de acido sulfarico 100 mL de solucdo aquosa
(Matos, 1997).

e O reagente de Liebermann-Burchard foi preparado com 50 mL de anidrido
aceético e 1mL de acido sulfarico concentrado. Este reagente é utilizado para
diferenciar triterpendides de esteréides, através da mundanca de coloracao.
Para triterpendides a coloracdo varia de résea a vermelho, ja para esterdides
apresenta coloracao azul esverdeado (Matos, 1997).

e Os solventes utilizados (Hexano, cloroférmio, acetato de etila, butanol,

metanol e etanol) foram P. A. da marca Dinamica Quimica.

3.2 Coleta e identificacdo do Material Vegetal

O caule e as folhas da espécie vegetal Tocoyena selloana foram coletados
em marco de 2007, no municipio de Barra de Sdo Miguel — Alagoas. A identificacéo
botanica foi realizada pela botanica Ms. Roséario de Fatima de Almeida Rocha do
Instituto de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico de Xingd (Instituto Xingo),
onde exsicata da planta foi catalogada no Herbario Xingé - HXG, da Unidade de
Projetos Biodiversidade da Caatinga do referido instituto, sob o nimero HXG n°
05217.

3.3 Preparacao dos Extratos das Folhas e do Caule

3.3.1 Preparacéo dos Extratos e Fracdes das folhas de T. selloana

As folhas, ap6s secagem a temperatura ambiente e trituracdo por
turbopercolacdo, foram extraidas através de maceracdo com etanol. ApOs
concentragéo das solugdes, sob pressao reduzida em evaporador rotativo, 0 extrato
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bruto resultante (222,0 g) foi suspenso em uma solucdo de metanol e agua (4:1) e
extraido exaustivamente e sucessivamente com hexano, cloroférmio, acetato de etila
e n-butanol. Apés concentracao das solucdes, sob presséo reduzida em evaporador
rotativo, foram obtidas as fragdes em hexano (19,9 g), cloroférmio (68,6 g), acetato
de etila (27,7 g), n-butanol (26,7 g) e em agua (43,0 g) (Esquema 2, p. 31).

3.3.2 Preparagdao dos Extratos e Fragcdes do caule de T. selloana

O caule, apbés secagem a temperatura ambiente e trituracdo, foi extraido
através de maceracdo com etanol. Apés concentracdo das solucdes, sob presséo
reduzida em evaporador rotativo, resultaram 155,5 g de extrato. O extrato bruto foi
suspenso em uma solucdo de metanol e agua (3:2) e extraido exaustivamente e
sucessivamente com hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. Apos
concentracdo das solucdes, sob pressao reduzida em evaporador rotativo, foram
obtidas as fracbes em hexano (26,0 g), cloroférmio (25,3 g), acetato de etila (12,3 g),

n-butanol (16,8 g) e em agua (25,1 g) (Esquema 3, p. 32).

3.4 Isolamento e Purificacdo das Substancias

3.4.1 Fracdo em Hexano das folhas de T. selloana

A fracdo em hexano (17,59), proveniente da particdo do extrato etandlico das
folhas, foi submetida a fracionamento cromatografico, utilizando-se gel de silica
(230-400 mesh) como fase estacionaria e como eluentes: hexano, n-hexano/CHCI;
33%, n-hexano/CHCI; 50%, CHCI3;, AcOEt, AcCOEt/MeOH 2%, AcOEt/MeOH 5% e
MeOH (Quadro 1). Este procedimento forneceu 56 subfracbes de 125mL, as quais
foram reunidas em cinco grupos (1-13, 14-16, 17-26, 27-38 e 39-56), apos
eliminacdo dos solventes sob pressdo reduzida e analise comparativa por

cromatografia em camada delgada (CCD).
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Quadro 1. Cromatografia da fracdo hexanica resultante do

extrato etandlico das folhas de T. selloana

Eluentes

Subfra¢cdes (125mL)

n-hexano

CHCI;
AcOEt

MeOH

n-hexano / CHCIl; 33%
n-hexano / CHCIl; 50%

AcOEt/ MeOH 2%
AcOEt / MeOH 5%

1-10
11-26
27-34
35-40
41-44
45-46
47-48
49-56

O grupo de subfracdes 17-26 (1,0 g), eluidas em n-hexano/CHCIl; 33%, foi

submetido a cromatografia utilizando coluna de silica. Este procedimento forneceu

220 fracbes com volume médio de 5 mL cada, as quais, apés analise comparativa

através de cromatografia em camada delgada de silica, foram reunidas em 7 grupos

(Quadro 2).

Quadro 2. Fracionamento cromatografico da subfracdo 17-26 da fracdo hexanica

das folhas de T. selloana

Grupos Fracdes reunidas Massa (mg) Substéancia
isolada
I 1-26 40
Il 27-52 60
Il 53-76 90
\Y 77-91 200 TsFH-1
\Y 92-125 410 TsFH-1
VI 126-164 130
VI 165-220 60

O grupo IV (fragcdes 77-91), apOs ser submetido a novo procedimento

cromatografico utilizando coluna de silica forneceu um soélido branco cristalino, de
ponto de fusdo 232-234°C, codificado de TsFH-1 (13 mg).
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O grupo V (fracbes 92-125) foi submetido a novo procedimento
cromatografico, utilizando coluna de silica, obtendo-se 24 mg de um solido branco
cristalino, de ponto de fusdo 232-234 °C, o qual apds andlise, observou-se que
também se tratava da substancia codificada de TsFH-1.

Os demais grupos de fragdes ndo conduziram ao isolamento de substancias.

3.4.2 Fragcdo em Cloroformio das folhas de T. selloana

Parte da fracdo cloroférmica das folhas (36,0 g) foi submetida a filtracdo em
silica. Desta filtracdo resultaram as subfracées em n-hexano (0,1 g), n-hexano/CHCI;
50% (1,9 g), CHCI3 (5,6 g), AcOEt (13,3 g) e MeOH (13,2 g) (Esquema 1, p. 28).

A subfracdo em cloroférmio (5,6 g) foi submetida a fracionamento
cromatografico utilizando coluna de silica. Esta forneceu 365 fracbes, que apos
analise comparativa através de cromatografia em camada delgada de silica, foram
reunidas em 5 grupos. O grupo de fracbes 42-102, eluido em hexano/acetato de etila
50%, apods sucessivos procedimentos cromatograficos utilizando coluna de silica
forneceu um sélido branco cristalino, de ponto de fusdo 218-221°C, codificado de
TsFC-1 (25 mg).

A subfracdo em metanol (13,2 g) oriunda da fracéo cloroférmica das folhas foi
realizado procedimento cromatografico utilizando coluna de silica. A fracdo 24,
eluida em acetato de etila/metanol 5%, apds concentracdo do solvente em capela de
exaustao, mostrou-se como um solido amorfo de coloracdo amarela, esta fracéo foi
entdo submetida a permeacdo em Sephadex, a qual originou 14 fracdes que foram
reunidas através de analise comparativa por CCD. As fracdes reunidas 6-13 foram
recromatografadas utilizando coluna de silica, este procedimento forneceu um sélido
branco cristalino, de ponto de fuséo 245-248 °C, codificado de TsFC-2 (16 mg).
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Fracdo em CHCl;

(Folhas)
Particdo
Fracéo em Fracdo em Fracéo em Fracdo em Fracdo em
CsHu4 C6H14/CHC|3 CHC|3 AcOEt MeOH

Coluna de silica

Fracdes Fracdes
1-26 27-41

FracOes
42-102

Fracdes Fracoes
103-138 139-365

Colunas de silica

Coluna de silica

‘ Fracoes 1-11 \ ‘ Fracles 12-23 \ Fracdo 24 ‘ FracOes 25-29 \

Sephadex

‘ Fracoes 14 \

Coluna de silica

Fracdes 6-13

‘ Fracoes 1-5 \

ESQUEMA 1: Procedimento realizado com a fracao cloroformica das folhas.
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3.4.3 Frac&o em acetato de etila das folhas de T. selloana

A fracdo em acetato de etila (27,79), apesar das tentativas de purificacdo
utilizando coluna cromatografica de silica, permeacédo em Sephadex e lavagens com
diversos solventes, ndo conduziu ao isolamento de substéncia com grau de pureza

apropriado para determinacao estrutural.

3.4.4 Fragdo aquosa das folhas de T. selloana

A fracdo aquosa (43,0 g), oriunda do extrato etandlico das folhas, foi
submetida a lavagem com metanol a temperatura ambiente, seguida de filtracao,
resultando cristais de coloracdo verde-claro (230 mg). A agua-mae resultante da
filtracdo, foi submetida a permeacdo em Sephadex, utilizando metanol/agua 30%
(fracdes 1 e 2 com 125 mL cada) e metanol (fracbes 3 e 4 com 125 mL cada). A
fracdo 1, foi tratada com etanol dando origem a um material branco amorfo.
Utilizando-se metanol/agua 10%, o material branco amorfo foi submetido a
cristalizacdo. Observou-se a formacdo de cristais finos, de ponto de fusdo 163-
165°C, que foram codificados de TsFA-1 (530 mg). O mesmo procedimento foi
adotado para a fracédo 2, fornecendo cristais finos, de ponto de fusdo 164-167°C, o
gual observou-se também se tratar da substancia codificada de TsFA-1 (95 mg).

O material cristalino de coloracédo verde-claro, oriundo da fracdo aquosa das
folhnas (Esquema 2, p. 32), foi dissolvido em metanol/agua 30% e submetido a
permeacdo em Sephadex, originando 8 fracfes. As fracdes 2-6 foram reunidas e
ap0s tratamento com etanol formou-se um material branco. Utilizando-se
metanol/agua 10%, o material foi submetido a recristalizacdo a qual deu origem a
uma solucdo contendo cristais finos em forma de agulhas, de ponto de fusdo 162-
165°C, que foi submetida a filtragcdo a vacuo e posteriormente com os dados de

RMN verificou-se que também era a substancia codificada de TsFA-1 (50 mg).

3.4.5 Fracdo em Acetato de Etilado Caule de Tocoyena selloana

A fracdo em acetato de etila (12,3 g), proveniente da particdo do extrato

etandlico do caule (Esquema 3, p. 32), foi submetida a cromatografia em coluna de
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silica, obtendo-se 10 fracbes com volume médio de 125 mL cada, apoés
concentragdo das solu¢cdes em evaporador rotativo, foi observado que a fracao 9,
eluida em acetato de etila/metanol 50%, apresentava sélido de coloracéo escura.

Esta fracdo foi submetida a recristalizacdo usando metanol/dgua 10%,
originando cristais finos, de ponto de fusdo 154-156 °C, que apesar da diferenca de
pontos de fusdo também se tratava de TsFA-1 (114 mg).

3.4.6 Fracédo Aquosa do Caule de Tocoyena selloana

A fracdo aquosa do caule (25,1 g) foi submetida a filtracdo em silica gel,
utilizando funil de separacao sob vacuo. Foram obtidas as fragcdes em hexano (0,49),
cloroformio (2,29g), acetato de etila (3,8g), metanol (1,7g) e aquosa (4,79) (Esquema
3, p. 32).

A fragdo metandlica (1,7 g) proveniente da filtragdo em silica da fracdo
aquosa do caule (Esquema 3, pag. 32), apresentou material branco com aspecto de
farinha. Este foi suspenso em uma solucdo de metanol e agua (4:1), e extraido
sucessivamente com hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. Apos
concentracdo das solucdes, sob pressdo reduzida em evaporador rotativo, foram
obtidas as subfracfes em hexano (30 mg), cloroférmio (40 mg), acetato de etila (290
mg), butanol (410 mg) e metanol (270 mg).

A subfracdo em acetato de etila, apos eliminacdo do solvente apresentou
material cristalino de coloracdo amarronzada. Depois de ser solubilizado em
metanol/agua 30% foi filtrado a vacuo, obtendo-se o material cristalino ainda com
uma coloracdo marrom. Este foi submetido a recristalizacdo usando metanol/agua
10% e forneceu cristais finos, de ponto de fusdo 164-166 °C, que também foi
confirmado como TsFA-1 (88 mg).

A subfracdo butandlica foi submetida a permeacdo em Sephadex, fornecendo
um material branco que foi cristalizado, levando a quantidade adicional de TsFA-1
(27 mg).
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‘ Folhas (Trituradas) \

1. Maceragdo com etanol
2. Concentracéo

‘ Extrato EtOH \

Particdo
‘ Fracdo em CHCl, \ ‘ Fracdo em AcOEt H Fracdo em BuOH \ Fracdo aquosa

Filtracao Tratamento com MeOH

Filtracdo a vacuo

Fracdo em CHClI;

Fracdo em MeOH

Material cristalino

Colunas de silica | Colunas de silica

Sephadex/
Cristalizacéo

‘ Agua-mae \

Fragdo em CsHi4 Sephadex/
Cristalizacdo

Coluna de silica

‘ FracOes 14-16 \ ‘ Fracles 17-27 \

Fracoes 77-91

FracOes 92-105

ESQUEMA 2: Procedimento efetuado com as Folhas de T. selloana
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‘ Caule (Triturado) \

Maceragdo com etanol / Concentragéo

‘ Extrato EtOH \

Particdo

‘ Fracdo em CsHi4 \ ‘ Fracdo em CHCls \ ‘ Fracdo em AcOEt \ ‘ Fragdo em BuOH \ ‘ Fracio aquosa \

Colunas de silica

Filtragéo

em silica
‘ Fracoes 1-5 \ ‘ Fracoes 4-8 \ ‘ Fracdo 9 \ ‘ Fracéo 10 \

Recristalizacao

‘ Fracdo em CgHy4 | ‘ Fracdo em CHClI; H Fracdo em AcOEt H Fracdo em MeOH H Fracdo aquosa \

Particdo

‘ Subfragdo em ” Subfragdo em \ Subfracdo em Subfragio em ‘ Subfragdo em \
. . i Sephadex
Filtracdo a vacuo
‘ Material solGvel \ Material cristalino ‘ Fracdes 1-6 \ Fragdo 7 \ ‘ Fracdes 8-11 \
Recristalizacéo I Recristalizacéo

ESQUEMA 3: Procedimento realizado com o Caule de T. selloana
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3.5 Ensaios Bioldgicos

3.5.1 Atividade Larvicida Frente as Larvas do Mosquito Aedes aegypti

Os ensaios biologicos com as larvas de A. aegypti foram realizados no
laboratorio de bioensaios do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade
Federal de Alagoas (IQB / UFAL), sob a orientacdo do Professor Anténio Euzébio
Goulart Sant’Ana e supervisao do doutorando Karlos Lisboa, utilizando-se de larvas
no quarto estagio, segundo metodologia preconizada pela Organizacdo Mundial de

Saude (OMS 1970). O quadro 3 relaciona os extratos que foram avaliados.

Quadro 3. Extratos e Fracdes submetidos aos ensaios larvicida

Partes da Planta Extratos

Folhas e Extrato bruto e fragbes em CgHi4, CHCI3, AcOEt,
BuOH e aquosa
Caule e Extrato bruto e fragbes em CgHi4, CHCI3, AcCOEt,

BuOH e aquosa

Apoés a pesagem dos extratos, estes foram dissolvidos em solucdo aquosa de
dimetilsulféxido (DMSO) a 1% até a concentracdo de 500 ppm. Quando foi
considerado promissor (causou mortalidade superior a 75%), foi analisado em
menores concentracdes visando a obtencéo das concentracdes letais (CLsp).

Os testes preliminares foram feitos em duplicatas com 10 larvas em copos
descartaveis de 200 mL contendo 25 mL de solucéo. As larvas foram consideradas
mortas quando ndo conseguiam atingir a superficie da solucdo quando o recipiente
era agitado. A contagem das larvas foi realizada a hora 0 (inicio do experimento),
24h e 48h, como controle negativo foi utilizada uma solucéo a 1% de DMSO e como
controle positivo foi usada a rotenona (38) que € o larvicida sintético comercialmente

disponivel.
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OCHj,

(38) rotenona

Dos extratos testados, foram considerados promissores e submetidos a testes
guantitativos, aqueles que obtiveram percentual de mortalidade larval superior a
75%. Os dados concentracdo x mortalidade dos ensaios apurados foram submetidos
a tratamento estatistico utilizando o programa Probity, para a determinacdo dos
valores de concentragao letal (CLsp).

3.5.2 Atividade Moluscicida

Nos ensaios biolégicos de atividade moluscicida, foram utilizados caramujos
da espécie Biomphalaria glabrata Say criados em laboratério e descendentes de
exemplares, nao infectados por trematédeos, originarios da regido do Barreiro de
Cima, zona periférica de Belo Horizonte, Minas Gerais. Essa populacdo caracteriza-
se por possuir 5% de exemplares albinos (Santos, 2005). Os testes com 0s extratos
foram realizados no laboratério de bioensaios do Instituto de Quimica e
Biotecnologia da UFAL, sob orientacdo do Prof. Dr. Antbnio Euzébio Goulart
Sant’Ana e supervisao da doutoranda Cenira Monteiro. Utilizando-se do caramujo B.
glabrata na fase adulta, de acordo com o protocolo da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS, 1994).

Os ensaios bioldgicos consistiram na imersédo dos caramujos em uma solucao
aquosa a 100 ppm (100 ng mL™) dos extratos etandlicos brutos e também das
fracGes oriundas da particdo. Foram utilizados 5 caramujos por concentracdo e os
testes realizados em duplicata. Dois conjuntos de controle foram usados visando
verificar a suscetibilidade dos caramujos, um positivo com niclosamida (34) a 3 ppm

€ um negativo - somente com agua desclorada.
34



O tempo de exposicao destes organismos foi de 24 horas e o de observacao
72 horas, com leitura e troca de 4gua a cada 24 horas, além da remoc¢do dos
exemplares mortos. Durante o periodo de observacdo foram alimentados com
alface.

A morte dos caramujos foi indicada pela descoloracdo, auséncia de
contracdes musculares, hemorragia e deterioracéo dos tecidos do corpo.

3.6 Dados Fisicos e EspectroscOpicos das Substancias Isoladas
3.6.1 Substancia TsFA-1

Solido branco cristalino, isolado da fragcdo aquosa das folhas e das fracdes
metanolica e em acetato de etila do caule.
P.f. = 164-166 °C; p.f. 165-168 °C (Oliveira et al, 2009).
IV (cm™) (ATR) 3400, 3300, 2900, 1100, 1050 (Figura 5, p. 54)
RMN *H (400 MHz, D,O ,d) (Figura 6, p. 55)
RMN *C (100 MHz, D0 ,5) (Figura 7, p. 56)
RMN DEPT 135° (100 MHz, D,O ,3) (Figura 8, p. 56)

3.6.2 Substancia TsFH-1

Solido branco cristalino, isolado da fragdo hexanica das folhas.
P.f. = 232-234 °C; p.f. 232-235 °C (Costa et al, 2008).
RMN 'H (400 MHz, CDCI3/DMSO-ds ,8) (Figuras 9 e 10, p. 57 e 58)
RMN *3C (100 MHz, CDCIs/DMSO-ds ,5) (Figuras 11 e 12, p. 59 e 60)
RMN DEPT 135° (100 MHz, CDCI3/DMSO-ds ,0) (Figuras 13 e 14, p. 61 e 62)

3.6.3 Substancia TsFC-2

Solido branco cristalino, isolado da fragcéo cloroférmica das folhas.
P.f. = 246-248 °C; p.f. 252-254 °C (Jane et al, 1997)
IV (cm™) (ATR) 3600-3200, 3000-2500, 1650, 1000 (Figura 15, p. 63)
RMN 'H (400 MHz, CDCIls/CD3s0D ,3) (Figuras 16-18, p. 64-66)
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RMN *3C (100 MHz, CDCIs/CDs;0OD ,d) (Figuras 19 e 20, p. 67 e 68)
RMN DEPT 135° (100 MHz, CDCls/CDs0D ,3) (Figuras 21 e 22, p. 69 e 70)

3.6.4 Substancia TsFC-1

Sdlido branco cristalino, isolado da fracdo cloroférmica das folhas.
pP.f.=218-221°C
IV (cm™) (ATR) 2900, 2850, 1700 (Figura 23, p. 71)
RMN 'H (400 MHz, CsDsN ,8) (Figura 24, p. 72)
RMN *3C (100 MHz, CsDsN, d) (Figuras 25 e 26, p. 73 e 74)
RMN DEPT 135° (100 MHz, CsDsN, 8) (Figuras 27 e 28, p. 75 e 76)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 |dentificagdo Estrutural das Substéncias Isoladas
4.1.1 Identificacdo Estrutural da Substancia TsFA-1

A substancia codificada de TsFA-1, de ponto de fusdo 164-166°C, isolada
como um sélido branco cristalino, foi obtida a partir da fragdo aquosa das folhas e
das fracdes em acetato de etila e aquosa do caule.

A cromatografia em camada delgada do constituinte TsFA-1 ndo apresentou
fluorescéncia quando irradiada com ultravioleta, também nao apresentou revelacao
utilizando o reagente de Liebermann-Burchard e solucéo &acida de sulfato cérico.

O espectro no infravermelho (IV) (Figura 5, p. 54) de TsFA-1 apresentou
bandas de absorcdo intensas em 3400 e 3300 cm™, em 2900 cm™ e 1100 e 1050
cm™, sugestivas de um composto alifatico poliidroxilado (Barbosa, 2007).

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H)
(Figura 6, p. 55; Tabela 1, p. 39) apresentou quatro sinais referentes a 8 hidrogénios
carbinolicos, sendo dois duplo dupletos em & 3,54 (J=11,0 e 5,8Hz) e 3,74 (J=11,0 e
2,5Hz), um duplo duplo dupleto em & 3,62 (J=8,6, 5,8 e 2,5Hz) e um dupleto em &
3,67. Esses dados aliados as informacfes obtidas no espectro de infravermelho
sugeriram que TsFA-1 se tratava de um polialcool (Paula et al, 1998).

A andlise do espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN
13C) (Figura 7, p. 56; Tabela 2, p. 40) revelou a presenca de apenas trés sinais (d
63,1, 69,1, 70,7) e o experimento DEPT permitiu atribuir o sinal de carbono em &
63,1 a um CH; e os sinais em 6 69,1 e 6 70,7 a dois CH, 0 que levou a propor que a
substancia em questdo se tratava de um alditol com seis atomos de carbono e
simétrica, descartando assim a estrutura do D-Sorbitol (39), o qual € assimétrico, e
sugerindo um polialcool simétrico, como o D-Manitol (40) ou o L-iditol (41).

A andlise em conjunto dos dados dos espectros de infravermelho, RMN *H,
RMN *C e DEPT, em adicdo ao ponto de fusdo (Quadro 4, p. 40), e comparacao
com dados descritos na literatura para poliois, permitiram sugerir para a substancia
TsFA-1, a estrutura do carboidrato (2R, 3R, 4R, 5R)-1,2,3,4,5,6-hexa-hidroxi-
hexano, conhecido como D-manitol, o qual apresenta um eixo de simetria C2 e

guatro centros estereogénicos (Oliveira et al, 2009; Ferreira et al, 2009).
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(39) D-Sorbitol (40) D-Manitol (41) L-Iditol

O D-Manitol é um carboidrato natural encontrado em diversos vegetais como
beterraba, cebola, figo e azeitonas e também esta presente em alguns exsudados
de arvores e algas marinhas (Ferreira et al, 2009). E um polialcool muito utilizado
para os mais variados fins, como na industria farmacéutica onde é usado como
excipiente do tipo diluente, em comprimidos que devem dissolver na boca, devido a
agradavel sensacao de docura e frescor. Por ndo ser higroscopico € usado também
como estabilizante em comprimidos que contenham compostos sensiveis a
umidade, como a vitamina C e o acido acetilsalicilico (Oliveira et al, 2008). E também
utilizado como diurético osmaotico para neuroanestesia e neurorremediacdo devido
nao ser absorvido no trato gastrointestinal (Oliveira et al, 2009).

Ha alguns relatos na literatura de isolamento do D-Manitol na familia
Rubiaceae (Silva et al, 2007; Lapikanon et al, 1983; Luciano et al, 2004). J& no
género Tocoyena nao foi encontrado registro de isolamento, sendo portando,

descrito pela primeira vez neste género.

Tabelal. Dados de RMN 'H (400 MHz, D,O) de TsFA-1 e do D-manitol (400
MHz, D,0O) (Guimarées, 2006).

H TsFA-1 D-Manitol

la 3,54 dd (J=11,0e 5,8H2) 3,58 dd (J=11,6 e 5,8H2)
1b 3,74dd (J=11,0 e 2,5H2) 3,78 dd (J=11,6 e 2,5H2)

2 3,62 ddd (J = 8,6, 5,8 e 2,5Hz) 3,68 ddd (J = 8,5, 5,8 e 2,5H2)
3 3,67d 3,71d
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Tabela2. Dados de RMN **C (100 MHz, D,O) de TsFA-1, do D-manitol (100
MHz, D,O) (Paula et al, 1998), do L-Iditol (100 MHz, D,O) (Liu & Liu,
2008) e do D-Sorbitol (100 MHz, DMSO-dg) (Margulies et al, 2000).

C TsFA-1 D-Manitol L-Iditol D-Sorbitol
1 63,1 63,7 66,0 63,7
2 69,1 69,6 73,5 73,4
3 70,7 71,2 72,0 70,7
4 70,7 71,2 72,0 72,6
5 69,1 69,6 73,5 72,5
6 63,1 63,7 66,0 63,8

Quadro 4. Valores de pontos de fusdo de TsFA-1, do D-manitol (Oliveira et al,
2009), do D-Sorbitol (Willians et al, 2006) e do L-Iditol (Liu & Liu,

2008).
Substancia Ponto de fuséo (°C)
TsFA-1 164-166
D-manitol 165-168
D-Sorbitol 95-99
L-Iditol 73-75

4.1.2 ldentificacao Estrutural da Substancia TsFH-1

A substéncia codificada de TsFH-1, isolada como um sélido branco cristalino,
de ponto de fusdo 232-234°C, teve sua natureza triterpenoidica sugerida por
apresentar coloracédo rosa com o reagente de Liebermann-Burchard (Jain & Yadaya,
1994).

A andlise dos dados do espectro de RMN 'H de TsFH-1 (400 MHz, CDCls-
DMSO-dg) (Figuras 9 e 10, p. 57 e 58) permitiu identificar um sinal de hidrogénio
olefinico [0 5,03 (sl)], sugerindo a presenca de hidrogénio H-12 de triterpeno
pentaciclico com esqueleto ursano ou oleanano, tais como a a-amirina (42) e B-
amirina (43), respectivamente (Mahato & Kandu, 1994). Apresentou também sinal de

hidrogénio de carbono carbindlico [ 3,44 (d, J = 7 Hz)] e varios sinais compativeis
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com deslocamentos quimicos de hidrogénios metilicos (6 0,48-1,23) e metilénicos (&
1,34-2,89).

(42) a-amirina (43) B-amirina

Os dados obtidos dos espectros de RMN **C e DEPT (100 MHz, CDCls-
DMSO-dg) (Figuras 11 e 12, p. 59 e 60; Tabela 3, p. 41) permitiram reconhecer a
presenca de 30 sinais de atomos de carbono, sendo sete carbonos né&o
hidrogenados, sete monoidrogenados, nove diidrogenados e sete trildrogenados.
Dentre esses, foram observados sinais com deslocamentos quimicos compativeis
com carbonos olefinicos [0 137,8 (C, C-13) e 6 124,7 (CH, C-12)], caracteristicos de
triterpenos com esqueleto urs-12-eno (Mahato & Kandu, 1994). Observaram-se
ainda, sinais para carbono carbonilico [0 179,5] de acido carboxilico e para carbono
carbindlico [6 77,9]. A andlise comparativa destas informac¢des com os dados obtidos
na literatura (Junges et al, 2000) permitiram sugerir que TsFH-1 se tratava do acido
3B-hidroxi-urs-12-en-28-0ico, conhecido como acido ursdlico (19). A tabela 3 mostra
os dados de RMN *C de TsFH-1, do &cido ursolico e da substancia com esqueleto
oleanano, o acido oleandlico (20).

Na familia Rubiaceae existem varios relatos na literatura de isolamento do
acido ursdlico (Barros et al, 2008; Lima et al, 2009; Moura et al, 2006). Entretanto,
no género Tocoyena ndo foi encontrado registro de isolamento, sendo portando
descrito pela primeira vez neste género.

Vérias atividades biol6gicas tém sido atribuidas ao acido ursdlico, tais como:

antiinflamatéria, hepatoprotetora, antitumoral e antimicrobiana (Leite et al, 2001).
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Tabela 3. Dados de RMN **C de TsFH-1 (100 MHz, CDCls-DMSO-ds), dos acidos
ursoélico (50 MHz, CDCIl3) (Junges et al, 2000) e oleandlico (CDCl3)
(Mahato & Kandu, 1994).

Posic&o | TsFH-1 Acido ursolico Acido oleandlico
1 38,2 38,9 38,5
2 23,0 23,5 27,4
3 77,9 78,3 78,7
4 38,3 37,3 38,7
5 54,7 55,7 55,2
6 17,8 18,7 18,3
7 32,5 33,3 32,6
8 38,5 39,3 39,3
9 47,0 46,7 47,6
10 36,3 37,2 37,0
11 23,7 23,8 23,1
12 1247 125,5 122,1
13 137,8 139,2 143,4
14 41,5 42,0 41,6
15 28,8 28,4 27,7
16 22,1 22,7 23,4
17 47,0 47,9 46,6
18 52,2 53,4 41,3
19 39,1 39,3 45,8
20 38,1 39,8 30,6
21 30,9 30,9 33,8
22 36,4 37,3 32,3
23 27,7 28,6 28,1
24 15,0 16,5 15,6
25 15,3 15,6 15,3
26 17,8 16,5 16,8
27 22,7 23,5 26,0
28 179,5 179,8 181,0
29 16,6 17,3 33,1
30 20,8 21,3 23,6

30

(19) &cido ursoélico (20) acido oleandlico
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4.1.3 Identificagdo Estrutural da Substancia TsFC-2

A substancia codificada de TsFC-2, isolada como um solido branco cristalino,
de ponto de fusdo 245-248°C, teve sua natureza triterpenoidica sugerida por
apresentar coloragdo rosa com o reagente de Liebermann-Burchard e coloragéo
violeta com solucgéo &cida de sulfato cérico (Jain & Yadaya, 1994).

O espectro na regido do infravermelho, obtido com a utilizacdo de acessorio
ATR, no qual a amostra é colocada diretamente no equipamento (Figura 15, p. 63),
apresentou bandas intensas na regido de 3600 a 3200 cm™ e em 1000 cm™,
sugestivas de estiramentos de grupos hidroxila e C-O de &lcool, respectivamente
(Barbosa, 2007). Apresentou também bandas na regido de 3000-2500 cm™ e em
1650 cm™, que sugerem a presenca de grupo carboxila (Barbosa, 2007).

A anélise do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls-CD3OD) (Figuras 16-18,
p. 64-66) mostrou, a presenca de um sinal em & 5,30, compativel com o
deslocamento quimico de hidrogénio olefinico, um sinal para hidrogénio carbinélico
(® 3,16) e sinais para hidrogénios de seis grupos metila em (& 0,69; 6 0,63; & 0,58; &
0,56; 6 0,50; 6 0,42). Observaram-se também sinais sugestivos da presenca de uma
unidade B-D-glicopiranosidica: & 4,01 [(d); J = 7,7, H-1" carbono anomérico], em &
3,75-3,91 (m; H-3’, H-4’ e H-5’) 3,52 (dd; J = 2,7 e 11,8, H-6’a), e 6 3,41 (dd; J = 4,8
e 11,8, H-6'b). Adicionalmente foi observado um dupleto em & 1,95, compativel com
deslocamento quimico de hidrogénio em C-18 de um triterpeno pentaciclico
(Hameski et al, 2005).

Os dados fornecidos pela andlise dos espectros de RMN **C e DEPT 135
(Figuras 19-22, p. 67-70; tabela 4, p. 45), permitiram reconhecer a presenca de um
total de 36 atomos de carbono (oito ndo hidrogenados, doze monoidrogenados, dez
diidrogenados e seis triidrogenados). Dentre esses atomos de carbonos, seis
apresentam deslocamentos quimicos compativeis com a presenca de uma unidade
B-D-glicopiranosila [6 104,5 (CH, C-1°), 8 75,1 (CH, C-2’), 8 77,3 (CH, C-3’), 5 69,4
(CH, C-4’), 6 75,9 (CH, C-5’) e & 60,9 (CH,, C-6’)] (Hameski et al, 2005), confirmado,
portanto, as evidéncias fornecidas pelo espectro de RMN 'H . Os Trinta atomos de
carbono restantes correspondem a uma unidade aglicénica triterpenoidica. Assim, a
regido de absorcao de carbonos olefinicos revelou dois sinais com deslocamentos

guimicos condizentes com a presenca de uma ligacéo dupla trissubstituida [ 131,6
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(C, C-13) e & 128,4 (CH, C-12)] que sao caracteristicos de triterpenos da série
ursano (Mahato & Kandu, 1994). Estdo presentes, também, dois sinais em 6 179,9 e
0 177,2, compativeis com carbonilas de grupo carboxilico. A analise comparativa
destas informac¢des com os dados obtidos da literatura permitiram sugerir que TsFC-
2 se tratava do acido quinovico (13) glicosilado. Quanto a posicdo da unidade de
acucar, a presenca de um sinal com deslocamento quimico em & 89,9 permitiu a sua
localizacdo na posigdo C-3, descartando, assim, a possibilidade de tratar-se do
acido 28-0-B-D-glicopiranosilquindvico (14), cuja unidade de acucar localiza-se no
carbono C-28 (Mahato & Kandu, 1994; Oliveira et al, 2008).

A andlise conjunta dos dados espectroscopicos discutidos e comparagcédo com
dados da literatura permitiram sugerir para a substancia TsFC-2, a estrutura da
saponina triterpénica conhecida como acido 3-O-B-D-glicopiranosilquindvico (31)
(Hamerski et al, 2005).

O acido 3-B-O-D-glicopiranosilquinévico ja havia sido isolado anteriormente de
espécies do género Tocoyena, bem como de um espécime de T. selloana estudado

por um grupo da Universidade Federal do Ceara (Jane et al, 1997).

w
g
il

. w
i g

(31) &cido 3-O-B-D-glicopiranosilquinévico
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Tabela4. Dados de RMN **C (100 MHz, CDCls-CDs;OD) de TsFC-2, dos 4cidos
3-O-B-D-glicopiranosilquinévico (31) (100 MHz, CDsOD) (Hamerski
et al, 2005), quindvico (13) (75 MHz, CsDsN ) (Oliveira et al, 2008) e
28-0-B-D-glicopiranosil quinovico (33) (125 MHz, DMSO-ds)
(Hameski et al, 2005).

Carbonos | TsFC-2 | (31) \ (13) | (33)
1 37,8 38,6 39,5 39,0
2 23,8 24,1 26,7 24,4
3 89,0 88,0 78,3 77,6
4 38,1 39,0 39,6 38,7
5 54,7 55,3 56,1 54,8
6 17,3 17,8 19,2 17,1
7 35,9 36,3 37,9 36,1
8 38,0 38,9 40,4 38,9
9 45,9 46,2 47,6 46,8
10 35,8 38,7 37,7 38,7
11 21,8 22,4 23,7 23,5
12 128,4 128,0 129,3 128,0
13 131,6 132,5 134,5 132,6
14 55,2 55,3 57,1 56,2
15 29,2 29,8 28,5 29,1
16 24,4 25,0 25,9 25,7
17 47,9 47,3 49,1 47,8
18 53,2 53,7 55,3 53,8
19 38,2 38,5 39,7 38,6
20 36,2 36,6 38,0 36,4
21 25,1 25,6 30,9 30,2
22 35,9 35,9 37,4 37,0
23 26,8 27,8 19,3 28,2
24 16,4 16,5 28,9 16,5
25 15,3 16,1 17,0 16,1
26 18,0 18,2 17,0 17,9
27 177,2 176,3 178,4 175,3
28 179,9 178,6 180,5 176,9
29 15,4 17,5 18,5 18,6
30 20,0 21,1 21,7 21,2
1 104,5 105,6 - 94,0
2 75,1 74,0 - 72,4
3 77,3 76,9 - 76,6
4 69,4 70,3 - 69,6
5’ 75,9 76,6 - 76,6
6’ 60,9 61,3 - 60,8
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4.1.4 |dentificagdo Estrutural de TsFC-1

A substancia codificada de TsFC-1, obtida em mistura a partir da fragédo
cloroférmica das folhas, foi isolada como um sélido branco cristalino, de ponto de
fusdo 218-221°C. A andlise da mistura por cromatografia em camada delgada de
silica, utilizando-se varios eluentes e, como reveladores, o reagente de Liebermamn-
Burchard e solucdo acida de sulfato cérico, mostrou uma Gnica mancha de coloracéo
rosa e violeta, respectivamente, sugestiva de substancias de natureza triterpénica
(Jain & Yadaya, 1994).

O espectro na regido do infravermelho da mistura (Figura 23, p. 71), obtido
utilizando acessorio ATR, revelou a natureza alifatica dos constituintes e, dentre
outras bandas, a presenca de duas bandas de absorcédo de grupos carbonila, uma
de baixa intensidade em 1715 cm™ e a outra mais intensa em 1700 cm™.

O espectro de RMN 'H (Figura 24, p. 72) da mistura foi pouco informativo
devido a baixa resolu¢do do mesmo. No entanto, revelou na regido de absorcéo de
hidrogénios olefinicos, um sinal com deslocamento quimico em & 5,03, sugestivo de
hidrogénio em C-12 de triterpeno pentaciclico com esqueleto urs-12-eno e/ou olean-
12-eno (Connolly & Hill, 1991). Mostrou também varios sinais na regido de absorcao
de grupos metila (6 0,60-1,26).

A andlise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN *C (Figuras 25
e 26, p. 73 e 74; Tabela 6, p. 48;) e DEPT 135° (Figuras 27 e 28, p. 75 e 76), apesar
do grande numero de sinais presentes, permitiu reconhecer na regido de absorcéo
de atomos de carbono olefinicos, dois carbonos cujos valores de deslocamentos
qguimicos [ & 139,1 (C, C-13) e & 125,5 (CH, C-12)], estdo condizentes com a
presenca de triterpeno de esqueleto urs-12-eno (Mahato & Kandu, 1994)

A analise comparativa das informacdes fornecidas pelos espectros da mistura
com os dados obtidos da literatura permitiu sugerir a presenca de acido ursolico
(TsFC-1M) (19), como um dos constituintes da mistura, ja isolado da fracdo hexanica
das folhas (p. 41) (Junges et al, 2000).

Retornando ao espectro de RMN **C da mistura, foi possivel ainda
reconhecer sinais de alta intensidade (6 30,6, 31,2, 30,4, 30,0 e 14,4) sugestivos da

presenca de hidrocarboneto saturado de cadeia longa.
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Quanto a substancia TsFC-1, exceto os sinais atribuidos aos atomos de
carbono do acido ursdlico (TsFC-1M; Tabela 6) e aos da graxa, observam-se, no
espectro de RMN *3C, um sinal com deslocamento quimico em & 206, 1, indicativo de
grupo carbonila de cetona, varios sinais na regido de ligagdo dupla (6 139,6-114,7),
além de outros sinais compativeis com carbono saturado, conforme mostrado na
tabela 5 (p. 47). Apesar das tentativas, com os dados fornecidos, nao foi possivel
propor estrutura para o componente da mistura TsFC-1.

Tabela5. Dados de RMN **C (100 MHz, CsDsN) de TsFC-1.

\ Sinal | Carbono
206,1 C
139,6 CH
139,4 CH
125,2 CH
124,8 CH
119,8 CH
114,7 C
34,2 C
33,7 C
30,1 CHjs
29,7 CH>
29,5 CHjs
29,3 C
28,8 C
25,0 C
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Tabela 6. Dados de RMN **C de TsFC-1M (100 MHz, CsDsN), e do acido
ursolico (50 MHz, CDCI3) (Junges et al, 2000)

Posicdo | TsFC-1M Acido ursélico
1 37,6 38,9
2 23,7 23,5
3 78,2 78,3
4 37,4 37,3
5 55,9 55,7
6 18,9 18,7
7 32,2 33,3
8 40,0 39,3
9 48,2 46,7
10 35,3 37,2
11 25,0 23,8
12 125,8 125,5
13 139,1 139,2
14 42,6 42,0
15 28,2 28,4
16 23,0 22,7
17 48,1 47,9
18 53,6 53,4
19 39,6 39,3
20 39,5 39,8
21 31,5 30,9
22 39,5 37,3
23 28,9 28,6
24 16,7 16,5
25 15,8 15,6
26 17,6 16,5
27 24,0 23,5
28 180,1 179,8
29 17,7 17,3
30 21,5 21,3

30

(19) &cido ursoélico
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4.2 Resultados dos Testes de Atividade Bioldgica

4.2.1 Atividade Larvicida

Dentre os extratos das folhas e do caule que foram submetidos aos ensaios
preliminares, na concentracdo de 500 ppm, foram considerados promissores
somente o extrato bruto do caule (90% de letalidade) e a fracdo cloroférmica do
caule (80% de letalidade) (Tabela 7).

Para a fracdo em CHCI; do caule, a concentracdo que causa 50% da
mortalidade da populacdo de larvas (CLso) foi determinada em CLso 260,755 ppm,
com intervalo de confianca entre 213,374 a 319,310. Para o extrato bruto do caule, a
concentracéo letal foi determinada em CLsg 298,808 ppm com intervalo de confianca
entre 252,672 a 355,508. De acordo com dados da literatura (Cheng et al, 2003) é
considerado um bom agente larvicida substancias com valores de CLs, menores que

100 ppm, portanto, na concentracao testada a espécie foi considerada inativa.

Tabela7: Resultado dos bioensaios preliminares de atividade larvicida,

realizados na concentracao de 500 ppm.

Fracao % de Letalidade CLso
Hexanica (Folhas) 0
Cloroférmica (Folhas) 0
Acetato (Folhas) 20
Butandlica (Folhas)
Aquosa (Folhas)
Extrato bruto (Folhas) 20
Hexanica (Caule) 0
Cloroférmica (Caule) 90 260,755

Acetato (Caule)
Butandlica (Caule)
Aquosa (Caule) 20
Extrato bruto (Caule) 80 298,808

49



4.2.2 Atividade Moluscicida

Na avaliagdo da atividade moluscicida, os extratos brutos e as fragbes das
folnas e do caule de T. selloana, na concentracdo de 100 ppm, ndo causaram a
mortalidade dos caramujos, sendo portanto, considerados inativos frente ao

caramujo Biomphalaria glabrata.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
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O estudo fitoquimico dos extratos etandlicos do caule e das folhas de
Tocoyena selloana (Rubiaceae) conduziu ao isolamento de quatro substancias, das
guais trés tiveram suas estruturas identificadas.

A substancia TSFA-1, isolada da fracdo aquosa das folhas e também das
fragcbes em acetato de etila e aquosa do caule foi identificada como sendo o
carboidrato (2R, 3R, 4R, 5R)-1,2,3,4,5,6-hexa-hidroxi-hexano (D-Manitol), isolado
pela primeira vez no género Tocoyena.

A substancia codificada como TsFH-1 isolada da fracdo hexanica das folhas
foi identificada como o triterpeno da série ursano, conhecido como acido ursdlico,
para o qual ndo foi encontrado registro na literatura em espécies do género
Tocoyena.

A substancia TsFC-2, isolada da fracdo cloroférmica das folhas foi identificada
como sendo uma saponina triterpénica derivada do acido quinovico, conhecida como
acido 3-O-B-D-glicopiranosilquinovico, previamente isolado de um espécime de T.
selloana estudado na Universidade Federal do Ceara.

Os extratos e fracbes obtidos de Tocoyena selloana apresentaram fraca
atividade larvicida frente as larvas do mosquito Aedes aegypti.

Os testes biologicos realizados com o0s extratos e fracbes obtidos de
Tocoyena selloana, foram biologicamente inativos frente ao caramujo Biomphalaria

glabrata, na concentracdo de 100 ppm.
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6. ESPECTROS DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS
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