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RESUMO

Este trabalho relata o estudo fitoquimico e bioldgico da espécie Kielmeyera rugosa
Choisy pertencente & familia Clusiaceae, inédito na literatura. O estudo do caule,
frutos e folhas levaram ao isolamento de 8 substancias, sendo elas: 5-hidroxi-6-(3-
metil-1-oxobutil)-4-fenil-6,6 -dimetilpirano (2°, 3': 7,8)-cumarina; 7-hidroxi-8-(2-
metil-1-oxobutil)-2’-(2-hidroxiisopropil) dihidrofurano-(5°,4°: 5,6)-4-propil
cumarina;,  5-hidroxi-6-(4-cinamoil-3-metil- 1-oxobutil)-4-fenil-6",6 -dimetilpirano
(2,3°: 7, 8)-cumarina;  5-hidroxi-6-(2-metil-1-oxobutil)-4-n-propil-6’,  6'-
dimetilpirano (2°, 3°: 7,8)-cumarina; 5-hidroxi-6-(3-metil-1-oxobutil)-4-n-propil-6,
6 -dimetilpirano (2°, 3': 7,8)-cumarina, 35,7-dihidroxi-6-(3-metil-1-oxobutil)-8-(2 -
hidroxi-3 -metil-3 ’-butenil)-4-fenilcumarina,  lupeol e a-amirina. As estruturas
moleculares das substidncias foram determinadas através da andlise dos dados
espectrais de RMN ('H, 1°C, DEPT e técnicas bidimensionais) e IV. Com os extratos
e fracdes obtidos foram realizados testes bioquimicos frente a enzima GAPDH de
Trypanosoma cruzi ¢ APRT de Leishmania donovani, das quais algumas
apresentaram inibicdo maior do que 80%, indicando conter substancias
potencialmente ativas no combate a Doencga de Chagas e Leishmaniose. Também foi
investigada a composi¢cdo quimica dos volateis das folhas, frutos e flores de K.
rugosa. As andlises através de CG/EM permitiram verificar que, nas folhas e frutos
0s sesquiterpenos ndo oxigenados sdo 0os componentes majoritarios. J& a composi¢ao
quimica dos volateis das flores, os principais compostos encontrados pertencem a
classe dos benzénoides. Assim, este trabalho vem contribuir para o conhecimento
quimico de K. rugosa. Os nossos resultados foram discutidos em compara¢do com
estudos similares de outras espécies de Clusiaceae.

Palavras-chaves: Kie/lmeyera rugosa; atividade biologica; Clusiaceae; cumarinas.
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ABSTRACT

This work describes the phytochemical and biological study of the Kielmeyera
rugosa Choisy belongs to family Clusiaceae. Although several phytochemical studies
of other Kielmeyera species are known, up to now, there are no chemical
investigations from this specie. The phytochemical study of bark, fruits and leaves
allowed the isolation of 8 substances: 5-hydroxy-6-(3-mehyl-1-oxobutyl)-4-phenyl-
6,6 -dimethylpyran(2’,3°:7,8)-coumarin, 7-hydroxy-8-(2-methyl-1-oxobutyl)-2 - (2-
hydroxy isopropyl) dihydrofuran-(5°,4°:5,6)-4-propyl coumarin; 5- hydroxy — 6-(4-
cinamoyl- 3-methyl-1-oxobutyl)-4-phenyl-6’,6 -dimethylpyran (2°,3°: 7,8)-coumarin;
S-hydroxy-6-(2-methyl-1-oxobutyl)-4-n-propyl- 6', 6’-dimethylpyran (2°,3": 7,8)-
coumarin,  5-hydroxy-6-(3-methyl-1-oxobutyl)-4-n-propyl-6', 6 '-dimethylpyran
(2,3°:7,8)-coumarin; 3, 7-dihydroxy-6-(3-methyl-1-oxobutyl)-8-(2 ’-hydroxy-3 -
methylbut-3-enyl)-4-phenylcoumarin, lupeol and o-amirin. The molecular structures
of the substances were determined by the analysis of the respective spectral data of
NMR (1D- and 2D-experiments) and IR. The extracts and fractions of K. rugosa
were submitted to the test of enzymatic inhibitory activities against glicossomal
GAPDH from Trypanosoma cruzi and APRT from Leishmania donovani. Some
fractions displayed relevant inhibitory activity (% inhibitory activity > 80%),
suggesting that in this fractions have tripanocidal and leishmanicidal agents. The
essential oils from the leaves, fruits and flowers of K. rugosa were obtained by
hydrodistillation and analysed by GC/MS. Thus, it was possible to verify that
sesquiterpenes hydrocarbons are the major compounds in the oils of leaves and fruits.
On the other hand, the chemical composition of the flower essential oil was
significantly different from that of the leaves and fruits in that benzenoid compounds
were present in a high percentage. So, this work contributes to the chemotaxonomy
of K. rugosa and the results are discussed in comparison to those obtained in similar
studies of other species of Clusiaceae.

Keywords: Kielmeyera rugosa; biological activity; Clusiaceae; coumarins
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1. INTRODUCAO

1.1 PRODUTOS NATURAIS

1.1.1 Importancia

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tao antigo
quanto a civilizagdo humana, e desde os primordios, as plantas representam
a principal fonte de agentes terapéuticos. Com o desenvolvimento da quimica
farmacéutica, as plantas passaram a representar, desde o século XIX, a

primeira fonte de substancias para o desenvolvimento de medicamentos.

No entanto, o potencial das plantas superiores como fonte de novas
drogas € ainda muito pouco explorado. Dentre as 350.000-500.000 espécies
de plantas existentes, apenas uma pequena percentagem tem sido
investigada fitoquimicamente e a fragdo submetida a “screening” biolégico ou
farmacoloégico é ainda menor [HAMBURGER et al., 1991].

Atualmente, apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e
de novos processos biotecnoldgicos, 25% dos medicamentos prescritos nos
paises industrializados sao originarios de plantas. De fato, os produtos
naturais sdo de grande importancia para o desenvolvimento de novas drogas
(Figura 01); e a medicina popular é responsavel por cerca de 75% das
recomendacgdes de plantas ativas estudadas e empregados na industria
farmacéutica [YUNES et al., 1998]. As plantas medicinais sdo usadas
basicamente de duas formas diferentes: como misturas complexas contendo
uma grande variedade de compostos (infusdes, 6leos essenciais, tinturas,
etc.) e como fontes de compostos puros, principios ativos quimicamente

definidos.
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9%

56%
6%

5%

BProdutos Sintéticos

BProdutos Bioldgicos

OProdutos Naturais

ODerivados de P. Naturais

OP. Sintéticos modelados a partir de P. Naturais

Figura 01: Diferentes fontes de agentes terapéuticos.

Nos ultimos anos, vem sendo observado um grande interesse no
isolamento de compostos bioativos de plantas, principalmente pela
dificuldade de producao e comercializacdo de medicamentos uteis na forma
sintética, além da possibilidade de serem utilizados como protétipos na
sintese de compostos mais eficazes e/ou menos téxicos. Depois de algumas
décadas do século XX, a quimica de produtos naturais passou a representar
a principal linha de pesquisa para as descobertas de novos agentes
anticancerigenos [HOSTETTMANN et al., 2003].

Nos Estados Unidos, entre 1983 e 1994, 60% dos medicamentos
anticancerigenos aprovados eram de origem natural e, entre estes, muitos
constituem compostos do metabolismo secundario de vegetais superiores
[HOSTETTMANN et al., 2003]. Sob este aspecto, é importante ressaltar que o
sucesso das investigagdes na area de principios ativos naturais depende,
principalmente, do grau de interacdo entre a Botanica, a Quimica e a

Farmacologia.

Atualmente, entre os diversos exemplos de substancias oriundas de
plantas e de importancia, podemos mencionar a forscolina (Figura 02) obtida
de Coleus barbatus, que apresenta promissores efeitos contra hipertensao,
glaucoma, asma e certos tumores [De SOUZA, 1993], a artemisinina (Figura
02) presente em Artemisia annua, que exerce potente atividade antimalarica
[KAMCHONWONGPAISON et al., 1996], e o diterpeno anticancerigeno Taxol
(Figura 02) isolado de plantas do género Taxus que, apds sua sintese em

escala industrial, ja se encontra disponivel no mercado farmacéutico,
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constituindo-se numa grande esperancga para pessoas portadoras de cancer
nos ovarios e pulmdes [KINGSTON, 1991; CORREA, 1995 e HORWITZ,
1994].

------- AN ; O CgHs O
0
ot C6H5 IIV H 0,
H OH
(0]
ba L
(0]
Forscolina Artemisinina Taxol

Figura 02: Estruturas da Artemisinina, Forscolina e Taxol.

1.1.2 Brasil: Biodiversidade

O Brasil € o pais com maior potencial para pesquisa com espécies
vegetais, sendo considerado o pais com maior biodiversidade, apresentando
mais de 55.000 espécies catalogadas num total estimado entre 350.000 e
550.000 (SIMOES et al., 2004) — entretanto, apenas 8% de suas espécies
vegetais foram estudadas na busca de compostos bioativos e apenas 1.100
espécies foram avaliadas quanto suas propriedades medicinais [GARCIA et
al., 1996]. Cabe salientar que as oportunidades para a identificagdo de
produtos com possivel utilizacdo econdémica aumentam com a diversidade
das espécies [SIMOES et al., 2004].

Dentre os seis principais biomas do Brasil estdo o Cerrado e a Mata
Atlantica. O Cerrado, cobrindo 22% do territério nacional, é formado por
diversos tipos de vegetagcdo savanica que diferem entre si pela abundancia
relativa de espécies rasteiras e de arvores e arbustos, num total de 10.000
espécies de plantas, sendo 4.400 endémicas dessa area. A Mata Atlantica,
com apenas 7,3% de sua cobertura florestal original, possui ainda cerca de
20.000 espécies de plantas vasculares, sendo 8.000 espécies endémicas
[MONTEIRO, 20086].

Assim, tendo como exemplo a devastacdo da Mata Atlantica, o ritmo

atual de extincdo das espécies vegetais pode fazer com que um grande
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numero de plantas com propriedades medicinais desapareca antes de ter seu

valor reconhecido.

O Nordeste Brasileiro é ocupado em sua maioria por uma vegetagao
tipica de semi-arido, caatinga, possuindo cerca de 600 espécies de plantas
registradas, onde 180 sado endémicas, com varias espécies reconhecidas pela
populacdo local pelo seu valor medicamentoso [DRUMOND et al., 2000],
como o Cymbopogon citratus (capim santo), Schinus terebinthifolius (Aroeira
da praia), Ruta graveolens L. (Arruda), Lippia sp. (Erva Cidreira), etc [Da
SILVA, 2003].

1.2 A FAMILIA CLUSIACEAE
1.2.1 Ocorréncia e Distribuigdo

A familia Clusiaceae (Guttiferae), de acordo com os estudos de Engler,
compreende 50 géneros e 1200 espécies distribuidas em 6 subfamilias, que
estdo confinadas nos tropicos quentes e umidos, sendo a principal excecéo o
género Hypericum, o qual ocorre amplamente nas regides temperadas
[BARROSO, 1978]. No Brasil, ela esta representada em cerca de 21 géneros
e 183 espécies [CRUZ et al., 1998].

1.2.2 Importancia

Uma caracteristica da familia € a presencga significativa de géneros e
espécies de interesse econdmico, seja pelo uso como plantas ornamentais
(como algumas espécies de Clusia), por fornecer frutos comestiveis como em
Garcinia e Platonia (Figura 03), mas principalmente pelo seu valor terapéutico
como Hypericum perforatum, que apresenta atividade antidepressiva
[HOSTETTMANN et al., 1998], Calophyllum lanigerum (Figura 03), da qual se
extrai o (+)-Calanolideo A, candidato a droga frente HIV-1, incluindo
linhagens resistentes ao AZT [HOSTETTMANN et al, 1998; SHU, 1998] e

Garcinia kola que possui atividade antimicrobiana, etc.
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(Garcinia)

(Platonia)

(Calophylim lanigerum) (- Calanolideo A

Figura 03: (+)-Calanolideo A, extraido de Calophyllum lanigerum, os frutos

comestiveis de Garcinia e Platonia.

O estudo da constituicdo quimica de varias espécies de Clusiaceae
brasileiras mostrou, além dos triterpendides comuns, as xantonas,
benzofenonas, “4-fenil” e “4-alquil” cumarinas como seus constituintes
predominantes [GOTTLIEB et al., 1968].

A familia Clusiaceae pode ser considerada uma fonte de substancias
potencialmente ativas, uma vez que as xantonas apresentam varias
atividades farmacolégicas, tais como antidepressiva, diurética, antiviral,
antileucémica, antiulcera, antitumoral, antiinflamatéria, antifungica,
antibacteriana [PERES & NAGEM, 1997] e moluscicida [PINHEIRO et al,
2003].

Embora existam varios grupos de pesquisa estudando as varias partes
de plantas pertencentes a familia Clusiaceae, tanto do ponto de vista
fitoquimico [PORTO et al., 2000; FULLER et al., 1999 e HENRY et al., 1999]
quanto da atividade bioldgica [IINUMA et al., 1996], muito pouco se sabe
sobre a composig¢ao quimica dos frutos, latex e dleos essenciais [NOGUEIRA
et al., 2001; BERTOLI et al., 2000; BORGES et al., 2000].



ANDRADE, M. S. (2007)

1.2.3 O Geénero Kielmeyera

1.2.3.1 Importéncia

O género Kielmeyera € constituido por cerca de 71 espécies
distribuidas por toda América do Sul, principalmente no Brasil
[SULTANBAWA et al., 1980], sendo encontrada desde a regidao Nordeste até
o Sudeste. Popularmente sdo conhecidas como “pau-santo”, “rosa-do-campo”
e “malva-do-campo” [PINHEIRO et al., 2003 e GOTTLIEB et al, 1971]. A
figura 04 mostra fotos da espécie Kielmeyera rugosa Choisy, conhecida

popularmente como “pau-santo”.

Figura 04: Fotos de Kielmeyera rugosa Choisy

As plantas do género Kielmeyera vém se destacando na medicina
popular para o tratamento de diversas doencas, como esquistossomose,
leishmaniose, malaria, infecgao por bactérias e fungos, etc. [ALVES et al.,
2000]. Varios trabalhos cientificos ja foram realizados evidenciando as
importantes atividades farmacoldgicas e biolégicas apresentadas por este
género, o qual se caracteriza pela presenga marcante de xantonas e “4-fenil”
e “4-alquil” cumarinas, indicando serem marcadores taxonémicos deste
género [CRUZ et al., 2001].

As xantonas sao descritas na literatura como uma classe de substancia
com amplo espectro de atividades biologicas. Entre os estudos mais
promissores, podemos citar a inibicdo da enzima monoamino-oxidase (MAO),

a qual esta associada a atividade antidepressiva [BENNET et al, 1989], além
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de acado antiinflamatdria, antiviral, antimicrobiana, antifungica e citotoxica
[PINHEIRO et al, 2003].

Além das xantonas, na literatura sdo encontrados estudos promissores
com as cumarinas. Apresentam atividade antiprotozoaria “in vitro”,
especificamente contra as formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, da
cumarina 4- (1-metilpropil) - 5,7 - dihidroxi - 8 - (4 - hidroxi - 3 - metilbutiril)- 6 -
(3 - metilbut - 2 - enil) cromen-2-ona (Figura 05), isolada de Kielmeyera
albopunctata. Esta cumarina mata 80% dos parasitas apds 24h de contato
com o sangue infectado [SCIO et al., 2003]. A cumarina dafnetina (Figura 05),
embora n&o isolada de Kielmeyera, apresenta atividade antimalarica,
demonstrada “in vitro” contra Plasmodium falciparum provocando redug¢ao de
60% da atividade da enzima superdxido dismutase, além de diminuir a
sintese de DNA do parasita [MU et al., 2003].

As cumarinas também apresentam atividades anticancerigena
[ITOIGAWA et al., 2001], como a “GUT -70” (Figura 05), isolada da casca do
caule de Calophyllum brasiliense [NOLDIN et al. 2006]; anti-HIV [UCHIUMI et
al., 2003]; antiplasmdédica in vitro [KOHLER et al., 2001]; fungicida [ARNOLDI
et al., 1986] etc.

)

@) ®)

Figura 05: 4- (1-metilpropil) - 5,7 - dihidroxi - 8 - (4 - hidroxi - 3 - metilbutiril)- 6 - (3 -
metilbut - 2 - enil) cromen-2-ona (1), dafnetina (2) e “GUT-70" (3)
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1.2.3.2 Quimiotaxonomia

As plantas apresentam diversas vias metabdlicas secundarias que
levam a formacdo de compostos, cuja distribuicdo € restrita a algumas
familias, géneros ou mesmo espécies. O conjunto de compostos secundarios
nas plantas é resultado do balango entre a formacao e eliminagdo desses
compostos durante o crescimento da planta, sendo que esse equilibrio é
influenciado por fatores genéticos e ambientais, tais como luz, temperatura,

tipo de solo, agua, além de varios outros [CARDOSO et al., 2007].

Se as interagdes entre os organismos vivos ocorressem simplesmente
através da forma, uma classificagdo taxondmica baseada somente nos
caracteres anatdomicos e morfolégicos seria suficiente. Desse modo, a
variacao estrutural e a distribuicdo de diferentes classes de metabdlitos
secundarios sao utilizadas como critério para determinacdo das relacdes
evolutivas e taxondmicas. Contudo, é de grande importancia a inclusédo do

maior numero de informagao quimica [De ANDRADE, 1997].

Em espécies de Kielmeyera de ocorréncia do Cerrado (Savana) do
Planalto Central Brasileiro e regides vizinhas que ja foram estudadas sob o
ponto de vista fitoquimico, apresentaram como principais constituintes as
xantonas [CORTEZ et al., 1998]. A tabela 01 descreve as principais espécies

de Kielmeyera de ocorréncia do Cerrado e os compostos isolados.
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Tabela 01: Compostos isolados de espécies de Kielmeyera do Cerrado.

Espécies Compostos Refs.
OH
(0] (0] CH;0 ‘ (0] ‘
pooee
o OH OCH; O
Osajaxantona 5-Hidroxi-1,3-dimetoxixantona
OH o
Kielmeyera HO o Y O O GOTTLIEB
ferruginea ‘ ‘ _ HO et al., 1969.
OCH; O
o OH 2,8-Dihidroxi-1-metoxixantona
Jacareubina
OH
o o o) OCH;
‘ ‘ = ' ! OCH;
(0] OH
6-Dehidroxijacareubina 4-Hidroxi-2,3-dimetoxixantona
OH O o
“OH
O 0 O (0] OH
1,7-Dihidroxixantona 3-Hidroxixantona
OH O OCH;
il JL ll OCHj; HO I l
(6] (0]
1-Hidroxi-7-metoxixantona 2,8-Dihidroxi-1-metoxixantona GOTTLIEB
. OH O
Kielmeyera OCH; O etal., 1970.
HO HO
excelsa* O O ‘ ‘ ANTONAC
o 0 CIO et al.,
2-Hidroxi-1-metoxixantona 1,2,8-Trididroxixantona 1965

OCH; 0 OH
CH;0

1-Hidroxi-7,8-dimetoxixantona

o

O
o o/

1,2-Metilenodioxixantona

* Encontrada na Floresta Atlantica nos arredores do Rio de janeiro - Brasil
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Tabela 01: Continuagcéo

Espécies Compostos Refs.
(0] (0] I (o) l (o)
] ] 7 AcO 7
Osajaxantona Osajaxantona diacetato
HO o OCH; l (0) l
CH;0 l l
3-Hidroxi-2,4-dimetoxixantona 4-Hidroxi-2,3-dimetoxixantona PIMENTA
OCH;
CH;0 0 HO (0] o) et al. ,
CH;0
o PINTO et
Kielm eyera 2,3,4-Trimetoxixantona Toxiloxantona C al.. 1987
.y .
coriaceae* 0CH3 LOPES et
., 1977.
O“ OH O“ al, 1977
o-Metoxifenol Carbotrona CORTEZ
9,10-Antraqumona eta Z
o OCH3 o
O O O O o
OCH3 CH0

0-Metoxianisol

Xantona

Xantonohgnmdes

)

etileno o-fenileno dioxido

OCH; O

‘ . ‘ CH;O o

_ : OH
2-Metoxixantona 5-Hidroxi-1,3-dimetoxixantona
OCH; OCH; O  OH
ﬁ Ty QLU
OCH; o O OCH;
OH

Aucuparina (0]
P 4-Metoxi-2,3-metilenodioxixantona Mesuaxantona A

*Conhecida como “Pau-Santo”, encontrada no Planalto Central - Brasil.
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Tabela 01: Continuagdo

Espécies Compostos Refs.

0 0

I CH;0
O OH HO O o O
3-Hidroxi-2,4-dimetoxixantona

2-Hidroxixantona
(0]

Q
a
FO

OCH; O OH
Kielmeyera O O OCH;  po OCHj GOTTLIEB
1 *
rubriflora o ocH o O o O etal, 1971.
OH o L
4-Hidroxi-2,3-dimetoxixantona 1,7-Dimetoxi-2,3,8-trihidroxixantona
OCH; OH
O O 0 (0]
o) O
4-Metoxi-2,3-metilenodioxixantona 4-Hidroxi-2,3-metilenodioxixantona
OH O OH
oo
Kielmeyera COzH HO o OH
. g OH
variabilis o _ OH PINHEIRO
Acido benzoico 1,3,5,6-Tetrahidroxi-2-prenilxantona
Mart.** etal., 2003
O OH (0]
OSSN
HO o OH ‘ o) ‘
Assiguxantona B Xantona
Kielmeyera HO o-amirina SILVA et
Friedelina
rosea*** al., 1968
zZ
™ | OH
N

HO

. n-triacontanol
Sitosterol

*Conhecida como “Rosa-do-Campo”, encontrada nas regiées Centro e Sudoeste.
**Encontrada nas regides Centro, Sudoeste e Noroeste.
*** Encontradas nas regides serranas proximo a Belo Horizonte.
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Tabela 01: Continuagdo

Espécies Compostos Refs.
OCH3 O O
O 000
H3CO O O O
OH OCHj
5-Hidroxi-1,3-dimetoxixantona 4-Metoxi-2,3-metilenodioxixantona
(0] OH OCH3 O
989 HO
o) OCHj3 0 DUARTE et
Kielmeyera OH
Mesuaxantona A 1-Metoxi-2-hidroxixantona al-: 1968
rupestres*
o) OCH3 O
SO0UNNeSe
0 OCH; HO ¢ OCHjz
OH OCHjy
4-Hidroxi-2,3-dimetoxixantona 5-Hidroxi-1,5,6-trimetoxixantona
OCH3; 0O OCH3
I Se ﬁi
HO O o) OCH3
3-Hidroxi-1,2-dimetoxixantona 2,6-Dimetoxiquinona
(0]
OH O
e CTL T
O O O o
O
OH
1-Hidroxi-7-metoxixantona 4-Hidroxi-2,3-metilenodioxixantona
(0]
OCHj oH 0
i 4809 - o
Klelmeyera CORREA et
O OH
** O
corymbosa OH o al., 1966

3,4-Dihidroxi-2-metoxixantona Osajaxantona

Et
—_—
ipr
HO

Estigmasterol

*Espécie campestre da regido Serrana de Minas Gerais
**Encontrada nas regides Centro e Sudoeste do Brasil.
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Tabela 01: Continuagdo

Espécies Compostos Refs.
OH O OCH;O  OH
‘ ‘ OH HO.
® O o ‘ GOTTLIEB
Kielmeyera 1,7-Dihidroxixantona 1,7-dihidroxi-8-metoxixantona et al., 1966.
petiolaris* GOTTLIEB
OCHz O  OH
CH30 etal., 1965
(L
1-Hidroxi-7,8-dimetoxixantona
o-amirina
Kielmeyera HO, CO,H NAGEM et
) al., 1988
pumila** HO
OH

Friedelina Acido Chiquimico

HO

Isomammeigina

*Regides campestres da Chapada Diamantina-Bahia.
** Encontradas em Cerrado Savanico.

Dentre as espécies citadas na tabela anterior, a Kielmeyera rosea

constitui a unica espécie estudada nas regides do Cerrado e proximidades,

na qual nao foi possivel encontrar xantonas [SILVA et al; 1968].

Por outro lado, os trabalhos mais recentes com espécies do género

Kielmeyera vém sendo desenvolvidos com espécies de ocorréncia em

Restinga, que mostram as cumarinas, principalmente as “4-fenil” e “4-alquil”,

como seus principais constituintes (Tabela 02).
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Tabela 02: Compostos isolados de Kielmeyera da restinga brasileira.

Espécies Compostos Refs.

CH; O OH Ph

HO

Kielmeyera o GRAMACHO
elata* Mammea A/AA]| etal., 1999
o Friedelina
. CRUZ et al.,
Kielmeyera
1998
argentea**
. OH SCIO et al.,
Kielmeyera

2003
albopunctata***

* Encontradas nas regides de llhéus - Bahia Brasil.
** Encontrada na costa Baiana - Brasil, coletada nas dunas.
*** Reserva Florestal de Linhares, Espirito Santo - Brasil.
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Tabela 02: Continuagcéo

Espécies Compostos Refs.

o OH

‘ nPr O

O 0 | O Ph
> =
o o X
07 o OH
R HO 0 o

Ph OH

CRUZ
Kielmeyera et al,
1998;

CRUZ

reticulata*

et al.,

2002.

HO

CRUZ

Kielmeyera

Strumasterol

Friedelina
lathrophyton** : et al.,
ipr (0} OH nPr
Et 2001.
X

Stigmasterol

*Encontrada na costa Baiana — Brasil, coletada nas dunas.
** Encontrada nas regides da Chapada Diamantina.
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Tabela 02: Continuagéo

(¢}

S9es

Mammea A/Aciclo D

CH;3;

HO
8-Metil tocotrienol

CRUZ et

I al., 2001.

OH

OH O
B
~ o o

Kielmeyera
lathrophyton**

** Encontrada nas regides da Chapada Diamantina.

E interessante mencionar que as cumarinas vém sendo caracterizadas
no género Kielmeyera pela presenga de um esqueleto 5,7 - dioxigenado,
possuindo um substituinte fenila ou alquila ligado ao carbono C-4 e
substituintes acila ou prenila ligados aos carbonos C-6 ou C-8 [NOLDIN et al.,
2006]. Estas caracteristicas estdo presentes principalmente nos géneros
Mammea e Mesua (Clusiaceae), sendo raras em outros géneros. Com
excegao para as especies Calophyllum dispar e Calophyllum brasiliense, na

qual encontram-se cumarinas do tipo “mammea” [RAAD et al., 2006].
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1.2.3.3 Cumarinas: Biogénese

As cumarinas derivam do metabolismo da fenilalanina, gerando o acido
p-hidréxi-cindamico (acido p-cumarinico), que é, posteriormente, hidroxilado na
posicdo C-2’ (orto-hidroxilagdo). O derivado orto-hidroxilado sofre, entéo,
isomerizacao fotocatalizada da ligagdo dupla (E—Z). O isbmero Z lactoniza-
se, espontaneamente, produzindo a umbeliferona (7-hidroxicumarina)
[SIMOES et al., 2004].

Em alguns casos a glicosilagao do acido cinamico ocorre, impedindo a
lactonizacédo, fazendo com que a cumarina surja apos injuria tecidual e
hidrélise enzimatica. Quando isso ocorre, 0 acido cindmico glicolisado sofre
acao de uma glicosidase e a molécula de agucar é retirada. O acido cinamico,
entdo, esterifica formando a cumarina. A formagao de di e trihidroxicumarinas
e seus éteres envolvem a hidroxilagdo da umbeliferona (7-hidroxicumarina) e
nao a lactonizagdo dos acidos cinamicos correspondentes [BRUNETON,
1995].

A prenilagdo do anel benzénico nas posi¢cdes C-6 ou C-8 do derivado 7-
hidroxicumarina € o passo inicial na biogénese das furanocumarinas e
piranocumarinas. A ciclizacdo dos derivados C-6 ou C-8 - isoprenilcumarina
ocorre por ataque nucleofilico do grupo hidréxido em C-7 ao epdxido formado
pela oxidagdo da ligagcdo dupla do residuo isopentila. Dependendo da
orientacdo do ataque nucleofilico, o produto podera ser o hidroxi-iso-propil-di-
hidrofurano cumarina ou o hidroxi-dimetil-di-hidropirano cumarina. A
prenilacdo na posigdo C-6 origina furanos e piranocumarinas lineares e na

posicdo C-8 homologos angulares [SIMOES et al., 2004].

A maioria das cumarinas € derivada biogeneticamente da via do acido
chiquimico (Esquema 01), mas um numero significativo delas parece derivar
de uma via mista (acido chiquimico e acetato) como as 4-fenilcumarinas. As
4-n-propilcumarinas, por exemplo, derivam totalmente da via do acetato
[SIMOES et al., 2004].
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Esquema 01: Biossintese das cumarinas via acido chiquimico.

CH,CHNH,COOH
s _COOH X COOH . _COOH
— O O )
H HO OH
L-fenilalanina 4cido cinimico 4cido p-hidroxi-cin amico
Fotoisomerizacéo
da ligagdo dupla
E>»z7
Lactonizagdo N
DMAPP espontanea
COOH
Umbellfemna HO OH
Epoxidacdo

AN
- > o
H O o " .
Piranocumarinas
OH  Angulares
O

HO.
A A
H
o o) O O (0]
Furanocumarinas Piran?cumarinas o
lineares lineares
Furanocumarinas Seselina
HO Angulares
/ AN
o X
Psoraleno Xantiletina N o
(0]
Angelicin

19



ANDRADE, M. S. (2007)

1.3 OLEO ESSENCIAL

Os 06leos essenciais fazem parte da vida do homem ha varios séculos.
Ha relatos historicos da utilizagdo de plantas aromaticas pelos povos
civilizados e primitivos na medicina, culinaria e em cerimdnias religiosas
[CARDOSO et al., 2007].

Estas substancias de origem natural, conhecidas como esséncias ou
Oleo essencial sdo constituidas por moléculas organicas volateis de no
maximo 300 daltons e, em geral, compreendem misturas de varias classes de
produtos naturais, principalmente terpendides (especificamente
monoterpenos-Cqy, e sesquiterpenos-C45, embora diterpenos-C,, possam
também estar presentes), derivados de acidos graxos, benzendides e
amindides; e cada uma delas pode conter os mais diversos grupos funcionais

(hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos e ésteres).

Os terpendides sdo constituidos de unidades de cinco carbonos
(unidades isopreno), e a nomenclatura e as classificagbes refletem o numero
de unidades isoprenos presentes e as formas de ciclizagdo, apresentando
diversos esqueletos ciclicos ou ndo. Os monoterpenos constituem uma classe
simples de isoprendides com estrutura de 10 carbonos, constituida de 2
unidades isopreno, sendo principalmente encontradas nos 6leos essenciais.
Constituem a subclasse que inclui compostos muito comuns como citral,
linalol, canfora, carvacrol, dentre outros de ampla utilizagdo na industria de
cosmeéticos, alimenticia, além de apresentarem importantes propriedades
farmacoldgicas [SIMOES et al., 1999]. Com relagéo aos sesquiterpenos, sao
conhecidos mais de cem esqueletos diferentes, os quais podem ser
encontrados em plantas, musgos, fungos e algas. Geralmente ocorrem junto
aos monoterpenos nos 6leos essenciais, sendo que sua acumulacdo nas
plantas superiores ocorre em estruturas secretoras especializadas, as
glandulas de oleo [Da SILVA, 2005].
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De acordo com a familia as quais pertencem, as diversas espécies de
plantas acumulam esses elementos volateis em orgaos anatomicos
especificos, os quais estdo associados a varias funcdes necessarias a
sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, exercendo um papel
fundamental na defesa contra microrganismos e predadores, e também na

atracdo de insetos e outros agentes polinizadores [SIANI ef al., 2000].

Os estudos da avaliagéo da atividade biolégica dos 6leos essenciais de
algumas espeécies de plantas revelaram que alguns deles exibem atividades
interessantes tais como inseticida, antibacteriana,  antifungica,
antituberculose, espasmolitica e antiplasmddica. Os 6leos essenciais
encontram sua maior aplicagdo como agentes antimicrobianos [ONAWUNMI
et al., 1986], e os estudos nesta area mostram, claramente, seu potencial em
procedimentos médicos e aplicagdes nas industrias de cosmeético,

alimentagao e farmacéutica.

Numa analogia ao papel dos terpendides nas plantas, a pesquisa de
Oleos essenciais como agentes repelentes de insetos vem revelando o
potencial destes compostos nesta area. Além disso, sdo relativamente
poucos os dados publicados para outros tipos de testes, sendo que alguns
estudos tém se concentrado exclusivamente em um O6leo ou um
microrganismo. Ainda mais escassos sdo os relatos sobre a atividade
antiinflamatdria e analgésica dos oleos essenciais, especialmente de plantas
do Nordeste brasileiro, embora os estudos com o 6leo essencial de erva
baleeira (Cordia verbenacea) tenham culminando, recentemente, na
producao de um farmaco comercializado com sucesso no Brasil [PASSOS et
al., 2006].
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1.3.1 Importdncia Econdmica

A producgao de 6leo essencial no mundo € estimada por volta de 45-50
mil toneladas, atingindo valores de U$1bilhdo anuais. Alguns paises tém
grande potencial de producdo de dleos essenciais, entre estes se destaca o
Brasil que esta incluido entre os sete paises responsaveis por 85% da
producdao mundial. Estdo presentes em muitos produtos de uso diarios tais
como componentes de sabonetes, desifentantes, descongestionantes,
conservantes, etc. [VERLET, 1993].

Os paises em desenvolvimento sdo as principais fontes de oleos
brutos, devido a existéncia de politicas de incentivos a diversificacdo da
produgao e, também, no incremento do volume de exportagdes ou redugao
de importacbes, procurando equilibrar a balanca comercial. Assim varios
programas de produgcdo de O6leos essenciais tém sido iniciados por
organizagdes governamentais e internacionais em todo o mundo, n&do so6
visando espécies tradicionais como também novas espécies [MARTINS,
2002]. Além disso, a composicdo quimica do oleo essencial tem sido usada

na taxonomia e filogenia de algumas espécies.

O maior problema no desenvolvimento das industrias produtoras de
oleo é a grande concorréncia com os similares sintéticos. Felizmente, por
meio de novas exigéncias do mercado por produtos naturais, em detrimento
dos sintéticos, algumas empresas vém favorecendo o uso de flavorizantes
naturais [MARTINS, 2002]. Além disso, devido ao crescente interesse da
populagao por terapias alternativas e produtos naturais, o mercado de plantas

aromaticas vem crescendo de forma expressiva.
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1.4 DOENCAS TROPICAIS

O desenvolvimento tem sido historicamente atribuido a tarefa de
melhorar a qualidade de vida da populagdo. No entanto, no Brasil, o que se
tem observado € um aumento da incidéncia de doencas infecciosas que
estdo diretamente ligadas as precarias condicbes de vida, e cuja
disseminagdo esta relacionada com a degradagcdo ambiental, permitindo

maior circulacao dos parasitas.

O modelo de desenvolvimento atualmente adotado tem-se
caracterizado por auséncia de politicas que levem em consideracdo as
condi¢cdes em que vive a populagao brasileira e que promovam a organizagao
do espaco social. Sem isso, 0 que tem ocorrido € a ocupagao de novas areas
e a invasdo do ambiente natural de forma desordenada, promovendo
mudancgas que levam ao desequilibrio ecoldgico, expondo as populagdes ao
risco de contrair infecgdes por microorganismos que circulam nos seus focos
naturais [TAVARES et al., 1999].

Dentre as doengas infecciosas no Brasil, encontram-se as
Leishmanioses e a Doenga de Chagas, as quais constituem um problema

sério para a saude publica.

1.4.1 Doenga de Chagas

A Tripanossomiase americana, ou Doenga de Chagas é comum em
todos os paises da América Central e do Sul (Figura 06), afetando cerca de
17 milhdes de individuos, segundo estimativas da Organizagcdo Mundial de

Saude (OMS), ameagando um quarto da populagdo da América Latina.

No Brasil esta Doenca afeta quase todo o territério nacional, com
excecao da Regidao Amazénica e da Mata Atlantica. A endemicidade é maior
nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia, Parana e Rio Grande do Sul.

Assim, estima-se que haja cerca de 6 milhdes de pessoas infectadas, com
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uma populacdo de risco em torno de 20 milhdes de habitantes
[GOLDENBERG & KRIEGER, 1997].

De acordo com a Organizagao Pan-Americana de Saude, este mal é a
maior doencga parasitaria da América Latina e a maior causa de doengas do

coracao neste continente.

| B Paises Endémicos | TR

Fonte: www.who.int

Figura 06: Distribuicdo geografica da Tripanossomiase americana.

A Doengca de Chagas é causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi pertencente a familia Trypanosomatidae (Figura 07). Os
insetos sdo hematofagos obrigatérios e sdo capazes de transmitir o
protozoario ao homem ao se alimentar do sangue deste ultimo. No Brasil, o
inseto transmissor (Figura 07) recebe comumente a denominagdo de
“barbeiro” [FERNANDES, 1997].

(M )

Figura 07: Protozoario na forma tripomastigota (1) e do inseto vetor (2).

A transmisséo da Doenga ocorre principalmente por trés mecanismos:

através da picada do barbeiro, por transfusdo de sangue contaminado e por
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transmissao congénita, sendo as duas Uultimas as principais causas de
contaminagao [GOLDENBERG & KRIEGER, 1997].

Desde a descoberta da Doenca pelo médico sanitarista Carlos
Chagas, em 1909, até os dias atuais, sao realizadas inumeras pesquisas
direcionadas para o seu tratamento. Entretanto, os unicos farmacos
disponiveis atualmente para o tratamento sdo o benzonidazol e nifurtimox
(Figura 08) que apresentam baixa eficiéncia e fortes efeitos colaterais
[ROCHA, 2005].

benzonidazol nifurtimox

Figura 08: Estrutura dos farmacos benzonidazol e nifurtimox

A resisténcia natural do parasita na fase crénica ao tratamento, torna
imprescindivel a descoberta de novas drogas naturais, semi-sintéticas e

sintéticas mais eficazes e menos tdxicas.

1.4.2 As Leishmanioses

Estima-se que estas parasitoses atinjam cerca de 350 milhdes de
habitantes no mundo, aumentando o numero de casos a cada ano, tornando

assim, um problema sério para saude mundial.

E uma doenca parasitaria causada por diferentes espécies de
protozoarios do género Leishmania, que por suas caracteristicas clinico-
epidemioldgicas, podem ser classificadas como Leishmaniose cutanea,

cutdneo-mucosa ou mucocutanea, cutanea difusa e visceral.

A Leishmaniose visceral € causada pelo protozoario Leishmania
donovani, atingindo cerca de 500 mil casos por ano no mundo, com a grande
maioria ocorrente na india [ROCHA, 2005].
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No Brasil, ha uma prevaléncia da Leishmaniose mucocutanea, apesar
da expansao geografica da Leishmaniose Visceral (LV) nas regides Sudeste,

Centro Oeste, Nordeste e, mais recentemente, na regido Norte (Figura 09).
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— @ Sudesie
4 400
3000 —_
= 300
g &
3 3
] 3
-] - 200 ]
_g 1500 B _g
= =
-+ 100
———- —
o i } ! o

t t t t t t t t
1883 1884 1995 1996 1987 18998 1889 2000 2001 2002 2003
Ano

Fonte: M5/5VS; SES e Sinan, disponivel em htip:/portal.saude.gov.br.

Figura 09: Distribuicdo dos casos de LV, segundo regido de ocorréncia no Brasil.

Entre os farmacos disponiveis para a doenga, encontram-se o0s
antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de meglumina (Glucantime) e
o estibogluconato de sédio (Pentostam) (Figura 10), que apresentam varios
efeitos toxicos renais e cardiacos. Uma segunda linha € empregada no
tratamento de casos mais resistentes, como a Anfatericina B (Figura 11).
Entretanto, caracteristicas indesejaveis (toxicidade severa) destas
substancias, aliadas ao aparecimento de forma resistente de Leishmania, tém

aumentado a necessidade de novos farmacos mais eficazes e menos toxicos.

OH
H2NHCH3+ HO
H-COH _ OH
HO—CH ) HO { °
H_(|:OH {(OH)2SbO O\ /O—Sb\—o 3Na
I o
H—COH © /SQ o o
&h0H 0. o of
2 o)
e}
Glucantime Pentostam

Figura 10: Estruturas das Glucantime e Pentostam.
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NH, OH

Anfatericina B CHs

Figura 11: Estrutura da Anfatericina B.

Uma outra droga promissora como futuro farmaco, podendo ser
administrada via oral para o tratamento da doenga, € a miltefosina (Figura
12). Entretanto, seu mecanismo de acg&o contra a leishmania ainda n&o € bem
compreensivel. Sabe-se, apenas, que esta droga € capaz de bloquear a
sintese e alterar a composicdo da membrana do parasita e que apresenta

poucos efeitos colaterais, sendo eles: vomito e diarréia.

Em relacdo a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), estudos
utilizando a miltefosina no tratamento da forma cutanea da doenca resultaram
em boa eficacia contra Leishmania panamensis, mas néo para L. braziliensis.
Portanto, sdo necessarios maiores estudos com esta medicacéo para verificar
sua eficiéncia em relacdo as espécies de Leishmanias existentes no Brasil
[SOTO et al., 2001].

OH H3C
1SN e e e N PN 'L Ill+\CH
o~ \\SO/\/ \CH3 3
Miltefosina

Figura 12: Estrutura da Miltefosina

1.4.2.1 Sergipe: Ocorréncia

Desde 1934, casos humanos de Leishmaniose visceral vém sendo
registrados no Estado de Sergipe. Entre 1932 e 1957, dos 330 casos de L.

visceral identificado no Brasil, 26 eram de origem Sergipana.
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Em 1983 foi feito um levantamento e mapeamento das espécies
flebotominicas existentes em Sergipe, constatando que o inseto vetor, o
Lutzomyia longipalpis (Figura 13), encontra-se disseminado em 38 municipios

distribuidos em todas as regides do Estado.

Figura 13: Foto do inseto Lutzomyia longipalpis

A incidéncia da L. visceral no Estado de Sergipe vem aumentando nas
ultimas décadas em todas as suas regides, desde o Sertdo, passando pelo
Agreste, até a regido Leste (Figura 14), porém de forma mais acentuada
nessa ultima [TAVARES et al., 1999]. Isto resulta em um problema para a
saude publica do Estado de Sergipe, sendo indispensavel a procura de novas

drogas leishmanicidas que sejam mais eficazes e menos toxicas.

[Heada de T0 Década de B0 Diéeada de 90

Figura 14: Mapa da distribuicdo geografica dos casos de Leishmaniose visceral por

municipio de Sergipe nas décadas de 70, 80 e 90.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v' Estudo fitoquimico da espécie Kielmeyera rugosa Choisy da familia

Clusiaceae encontrada no estado de Sergipe.
2.1.1 Objetivos Especificos
v' Isolar os metabdlitos secundarios de Kielmeyera rugosa Choisy;
v' Avaliar o potencial farmacolégico dos extratos e das substancias
isoladas frente as enzimas APRT de Leishmania donovani e
GAPDH de Trypanosoma cruzi na busca de compostos

leishmanicidas e tripanocidas, respectivamente;

v' Estudar a composigdo quimica do 6leo essencial de Kielmeyera

rugosa Choisy.
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3. METODOLOGIA

3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Identificagdo Estrutural

A identificacao estrutural dos compostos isolados foi realizada através
do uso da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e
Carbono-13 uni e bidimensionais, Infravermelho e por comparagdo com

dados da literatura.

Os espectros de RMN 'H e "*C (totalmente desacoplado e DEPT) uni e
bidimensionais, foram obtidos em um espectrdmetro BRUKER, modelo
ARX200 e DRX400 de 4,7 e 9,4 Tesla (200 e 400 MHz para freqiéncia do
hidrogénio), pertencente ao Departamento de Quimica da UFSCar, ou em um
espectrometro INOVA 500 (VARIAN) com campo de 11 Tesla, pertencente ao
Instituto de Quimica da UNICAMP. Os experimentos foram realizados a
temperatura ambiente, sendo as amostras solubilizadas em cloroférmio
deuterado e acetona deuterada, utilizando como referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) sdo indicados em ppm

e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um espectrofotometro
Perkin-Elmer, Spectrum BX com transformada de Fourier, em pastilhas de
KBr e janela de KBr.

3.1.2 Isolamento dos Metabdlitos Secundarios

Para fracionar os extratos e purificar as substancias foram utilizadas
colunas cromatograficas em silica gel 60 (70-230 mesh) Merk. Na maior parte
das vezes optou-se por um sistema de eluicdo gradiente de polaridade,

mediante a utilizacdo de hexano, acetato de etila finalizando sempre com
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metanol. Alternativamente, para purificagdo dos extratos mais polares, foram

utilizadas colunas empacotadas com Sephadex LH-20 da marca Sigma.

As fragbes obtidas das colunas foram analisadas por Cromatografia em
Camada Delgada Comparativa (CCDC) empregando-se cromatofolhas de
aluminio recobertas com silica gel com indicador de fluorescéncia em UVas4 ¢
seenm, da marca Macherey-Nagel e Merk. Para purificagdo de algumas
substancias foi utilizada a técnica de Cromatografia em Camada Preparativa
(CCP), preparadas com silica gel P/ UV2s4 ¢ 366nm Macherey-Nagel ou silica gel
60 Fs4 Merk.

A revelagao das substancias presentes nas placas cromatograficas foi
feita por irradiacdo em lampada de UVas4 o 366nm S€guida da imersdo da
mesma numa solugdo de p-anisaldeido (alcool etilico absoluto, acido
sulfurico, p-anisaldeido e acido acético na proporcao de 90:5:5:1 em volumes,
respectivamente) e subseqlente aquecimento a 300°C, com pistola

aquecedora.

3.1.3 Andlise dos Oleos Essenciais

Para a analise dos 6leos essenciais foi utilizada Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) através de um cromatégrafo
Shimadzu modelo QP5050A, equipado com uma coluna capilar de silica
fundida J&W Scientific DB-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro
interno x 0,25 pym de espessura do filme), usando-se Hélio como gas de
arraste (1,5 mL.min™"). As condicées empregadas foram: 40°C por 2 minutos,
aumentando até 220°C a 4°C.min”", entdo aquecida até 280°C a 20°C/min. As
temperaturas do injetor e detector foram 250°C e 280°C, respectivamente. O
espectrdmetro de massas operou com velocidade de 0,5 scans.seg 7 na faixa
de m/z 40-550.

Os indices de retengdo foram obtidos co-injetando a amostra do éleo
com uma mistura de C1o-Co4 de hidrocarboneto linear; indice de retengcao de

700 a 999 foram obtidos por extrapolagdo. A percentagem de cada
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componente foi determinada pela area do componente dividida pela area total

de todos os componentes presentes na mistura.

A identificacdo dos compostos foi feita com base nos indices de
retencdo e na comparagdo computadorizada dos espectros de massas
adquiridos com aqueles armazenados no banco de dados de espectro de
massas do sistema CG-EM (NIST107 e NIST21) e com outros espectros de
massas da literatura [ADAMS, 1995].

Tr, —Tr
IR =100ix—* " 100N

Tp — TTyy
onde:

Try = Tempo de retencdo do composto problema

Trua = Tempo de retengao do Hidrocarboneto anterior

Tryp = Tempo de retencao do hidrocarboneto posterior

N = Numero de carbonos do hidrocarboneto posterior

i = Diferenga entre o numero de carbono dos hidrocarbonetos anterior
e posterior

3.2 MATERIAL VEGETAL

3.2.1 Coleta e identificagdo do material vegetal

Os frutos, folhas, caule e flores de Kielmeyera rugosa Choisy foram
coletados numa mata de restinga proxima ao Rio Pomonga em Santo Amaro

das Brotas no Estado de Sergipe.

A coleta e identificacdo das espécies foram realizadas em colaboragao
com o Prof. Dr. Adauto de Souza Ribeiro (DBI-UFS), Dr. Volker Bittrich e Dra.
Maria do Carmo Amaral (IB-UNICAMP).

3.2.2 Obtengao dos Extratos
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O material vegetal foi inicialmente disposto em finas camadas para
secagem a temperatura ambiente e em seguida triturado em moinho de faca
Willey.

A extracao das folhas (163,41 g), caule (397,43 g) e frutos (504,71 g)
foram realizados por processo de maceracao, ficando submersos em metanol
durante 30 dias. Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador
rotatério, resultando assim nos respectivos extratos brutos: folhas (31,46 g),
caule (20,88 g) e frutos (52,42 g).

3.2.2.1 Partigdo Liquido-Liquido

Do extrato bruto metandlico foram obtidos trés novos extratos de
polaridade distintas (particdo hexanica, particdo cloroformica e particdo

acetato de etila), conforme o fluxograma 01.

|| Extrato Bruto

1- MeOH/Agua (9:1)
2- (4x200 mL) Hexano

1- 40% do Volume de HO
2- (3x300 mL) CHCl;

Extrato Cloroférmio || " Ex. Hidroalcoolico ||

1- Evaporador Rotatério
2- (3x100 mL) Acetato de etila

|| Extrato Acetato de Etila " " Extrato Hidroalcéolico ||

Fluxograma 01: Procedimento para obtengédo dos extratos particionados do frutos,

caule e folhas.
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Assim, foram obtidos a partir do extrato metandlico dos frutos: Partigao
Hexanica (4,44 g), Particao Cloroférmica (7,32 g) e Particdo acetato de etila
(2,28 g). Do extrato metandlico das folhas foram obtidos: Partigdo Hexanica
(4,38 g), Particao Cloroférmica (7,19 g) e Partigdo acetato de etila (1,50 g),
enquanto que do extrato metandlico do caule foram obtidos: Particao
Hexanica (1,13 g), Particao Cloroférmica (1,70 g) e Particdo acetato de etila
(2,21 g).

3.3 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

3.3.1 Estudo dos Frutos

3.3.1.1. Particdo Hexanica

Parte da particdo Hexanica (2,04 g) foi submetida a uma coluna
cromatografica em silica-gel, a pressao ambiente. A eluicdo da coluna iniciou-
se com 100 % de hexano, aumentando-se a polaridade do eluente pela
adicdo de acetato de etila e finalizando com metanol. Foram coletadas 1243
fragdes num volume de 5 mL, posteriormente reunidas em 42 grupos, com
base nos seus respectivos valores de RFs, quando analisadas por CCDC
(Tabela 03). As primeiras fragdes coletadas (1 a 47) tratavam-se apenas de
solvente, por isso ndo constam na tabela 03. E importante mencionar também
que estao representadas na tabela apenas as amostras reunidas, por isso ha

a falta de sequéncia relativa aos seus numeros das fragoes.

Tabela 03: Fragbes obtidas da coluna da particdo hexanica dos frutos (FrH).

Fracoes Codigo Massa Eluente
48-57 FrH1 8,4 mg Hexano: AcOEt (2%)*
61-70 FrH2 11,9 mg
71-89 FrH3 47,0 mg

92-120 FrH4 61,4 mg
121-155 FrHS 67,1 mg
156-203 FrH6 95,2 mg
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Tabela 03: Continuagdo

204-253
254-276
277-323
318-340
341-373
374-398
399-409
410-455
456-478
510-525
528-566
570-608
609-652
656-734
735-784
785-801
826-842
843-873
874-892
900-991
996-1050
1051-1059
1060-1079
1080-1087
1088-1090
1091-1113
1114-1133
1134-1168
1169-1192
1193-1204
1205-1211
1212-1228

FrH7

FrHS8

FrH9
FrH10
FrH11
FrH12
FrH13
FrH14
FrH15
FrH16
FrH17
FrH18
FrH19
FrH20
FrH21
FrH22
FrH23
FrH24
FrH25
FrH26
FrH27
FrH28
FrH29
FrH30
FrH31
FrH32
FrH33
FrH34
FrH35
FrH36
FrH37
FrH38

43,7 mg
5,5 mg
52,7 mg
8,8 mg
13,4 mg
8,1 mg
2,6 mg
12,0 mg
3,5 mg
11,7 mg
24,2 mg
37,1 mg
56,6 mg
85,3 mg
40,8 mg
15,5 mg
23,2 mg
42,2 mg
31,0 mg
120,2 mg
15,5 mg
1,1 mg
9,1 mg
6,0 mg
4,2 mg
2,6 mg
14,2 mg
24,6 mg
14,7 mg
5,2 mg
3,1 mg
8,3 mg

Hexano: AcOEt (3%)*

Hexano: AcOEt (20%)* (1065*%*)
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Tabela 03: Continuagéo

1229-1240  FrH39 5,0 mg
1241 FrH40 15,9 mg Hexano: AcOEt (50%)*
1242 FrH41 16,0 mg Acetato de etila (100%)*
1243 FrH42  736,9 mg Metanol (100%)*

*Porcentagens da mistura de solventes
** Mudanca de polaridade

3.3.1.2 Particao Cloroférmica

Parte da particao cloroférmica (1,38 g) foi submetida a uma coluna

cromatografica em silica-gel, a pressao ambiente. A eluicdo da coluna iniciou-

se com hexano (100 %), aumentando-se a polaridade do eluente pela adigéo

de acetato de etila e finalizando com metanol. As 615 fragdes obtidas num

volume de 5 mL, desta coluna, foram reunidas em 26 grupos, com base nos

seus respectivos valores de RFs, quando analisadas por CCDC (Tabela 04).

Tabela 04: Fragdes obtidas da coluna da particdo cloroférmica dos frutos (FrC).

Fracoes Codigo Massa Eluente
1-12 FrCl 5,0 mg Hexano: AcOEt (3%)*
13-15 FrC2 8,0 mg
16-20 FrC3 8,0 mg
21-26 FrC4 5,0 mg
27-36 FrC5 15,0 mg
37-46 FrCoé 9,0 mg
47-58 FrC7 14,0 mg
59-78 FrC8*** 22,0 mg
79-134 FrC9 13,8 mg
135-159 FrC10 4,3 mg
160-236 FrCl11 26,0 mg
237-279 FrC12 21,0 mg
280-302 FrC13 11,0 mg
303-319 FrC14 11,5 mg Hexano: AcOEt (5%)*
320-356  FrC15*** 26,5 mg
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Tabela 04: Continuacdo

357-407
408-435
436-459
460-476
477-514
515-546
547-562
563-589
590-613
614
615

FrC16
FrC17
FrC18
FrC19
FrC20
FrC21
FrC22
FrC23
FrC24
FrC25
FrC26

37,6 mg
41,0 mg
67,4 mg
35,7 mg
34,8 mg
14,3 mg
24,8 mg
75,1 mg
22,6 mg
108,8 mg
485,9 mg

Hexano: AcOEt (10%)* (401**)

Hexano: AcOEt (20%)*

Acetato (100%)*
Metanol (100%)*

*Porcentagens da mistura de solventes
** Mudanga de polaridade
*** Submetida a cromatografia em camada preparativa

As fragcdes FrC8 e FrC15 foram submetidas a purificagdo por

Cromatografia em Camada Preparativa (20 x 20 cm) de acordo com os

fluxogramas 02 e 03, respectivamente.

FrC8
(22,0 mg)

CCP Hexano:AcOEt 20%

MSI
(2,3 mg)

MSII
(4,5 mg)

MSIII
(2,4 mg)

MSIV
(2,7 mg)

M8V
(1,6 mg)

M8VI
(0,8 mg)

MS8VII
(2,6 mg)

Fluxograma 02: Subfragbes obtidas no processo de purificagdo da fragdo FrC8 por

CCP.
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FrC15
(26,5 mg)

CCP Hexano:AcOEt 10%

M15I misi MI15III M151v M15V MI15VI MI15VIL
(1,5 mg) (1,9 mg) 4,2 mg) (8,5 mg) (2,8 mg) (2,0 mg) (2,4 mg)

RMN 'H, *C e DEPT

|| 4-Propilcumarina ||

Fluxograma 03: Subfragbes obtidas no processo de purificagdo da fragdo FrC15 por
CCP.

3.3.2 Estudo das Folhas

3.3.2.1 Particdo Hexanica

Parte da particdo Hexéanica (1,50 g) foi submetida a uma coluna
cromatografica em silica-gel, a pressao ambiente. A eluicdo da coluna iniciou-
se com hexano (100 %), sendo a polaridade do eluente aumentada pela
adicdo de acetato de etila e finalizando com metanol. Foram obtidas 639
fragdes num volume de 5 mL, a qual foram reunidas em 21 grupos, com base
nos seus respectivos valores de RFs, quando analisadas por CCDC (Tabela
05).

E importante mencionar também que estdo representadas na tabela
apenas as amostras reunidas, por isso ha a falta de sequéncia relativa aos

seus numeros das fracoes.

Tabela 05: Fragdes obtidas da coluna da particdo Hexanica das folhas (FoH).
Fracoes Codigo Massa Eluente

1-31 FoH1 13,2 mg Hexano: AcOEt (2%)*
32-44 FoH2 188,4mg
45-47 FoH3 7,0mg
48-76 FoH4 27,3 mg
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Tabela 05: Continuacdo

77-79
80-106
107-114
115-129
130-150
151-155
156-178
182-194
196-234
235-247
248-286
290-326
328-358
360-454
520-568
620-638
639

FoH5
FoH6
FoH7
FoH8**
FoHO**
FoH10
FoH11
FoH12
FoH13
FoH14
FoH15
FoH16
FoH17
FoH18
FoH19
FoH20
FoH21

3,9 mg
34,8mg
16,1 mg
45,2 mg
98,7 mg
16,0 mg
25,9mg
11,3 mg
32,6 mg
19,1 mg
16,0 mg
26,8 mg
18,4 mg
44,0 mg
10,5 mg
10,2 mg

Hexano: AcOEt (3%)*

Hexano: AcOEt (4%)*
Hexano: AcOEt (5%)*

Hexano: AcOEt (7%)*

Hexano: AcOEt (10%)*

Hexano: AcOEt (50%)*
Metanol (100%)*

*Porcentagens da mistura de solventes
** FragOes reunidas e submetidas a cromatografia em camada preparativa

As fracdbes FoH8 e FoH9 foram reunidas, pois apresentavam

similaridade quando analisadas por CCDC e mesmas caracteristicas no seu

aspecto fisico. O fluxograma 04 corresponde a purificagao, por Cromatografia

em Camada Preparativa (CCP) das fragbes reunidas FoH8 e FoH9.
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FoHS8 e FoH9
(73, 0 mg)

PI
(2,2 mg)

PII
(5,7 mg)

PIIT

(4,0 mg)

PIV
(37,4 mg)

PV
(11,9 mg)

PVI
(11,8 mg)

RMN 'H, 13C e DEPT

Lupeol + a-Amirina

CCP Hexano (38%):CH,Cl, (38%): CH;0H (24%)

Fluxograma 04: Subfragbes obtidas no processo de purificagdo das fragcbes FoOH8 e
FoH9 por CCP.

3.3.2.2. Particao Cloroférmica

Parte da particdo cloroférmica (1,196 g) foi submetida a uma coluna

cromatografica em silica-gel, a pressdo ambiente. A eluicdo da coluna iniciou-

se com hexano (100 %), sendo a polaridade do eluente aumentada pela

adicao de acetato de etila e finalizada com metanol. Desta coluna foram

obtidas 580 fragdes num volume de 5 mL, posteriormente reunidas em 37

grupos, com base nos seus respectivos valores de RFs, quando analisados

por CCDC (Tabela 06).

Tabela 06: Fracdes obtidas da coluna da particdo Cloroférmica das folhas (FoC).

Fracoes Codigo Massa Eluente
01-09 FoCl 2,9 mg Hexano: AcOEt (2 %)*
10-14 FoC2 1,8 mg
15-17 FoC3 0,8 mg
18-42 FoC4 0,2 mg
43-45 FoC5 0,1 mg
46-51 FoC6 0,2 mg
52-65 FoC7 2,2 mg
66-76 FoC8 0,9 mg
77-79 FoC9 0,4 mg
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Tabela 06: Continuacdo

80-119
120-141
142-154
155-185
186-203
204-234
235-284
285-291
292-299
300-338
300-338
339-371
372-393
394-412
413-415
416-419
420-443
444-449
450-464
465-477
478-508
509-516
517-535
536-547
548-557
558-567
568-570
571-579

580

FoC10
FoCl11
FoCl12
FoCl13
FoCl4
FoCl15
FoCl16
FoC17
FoCl18
FoC19a**
FoC19b**
FoC20
FoC21
FoC22
FoC23
FoC24
FoC25
FoC26
FoC27
FoC28
FoC29
FoC30
FoC31
FoC32
FoC33
FoC34
FoC35
FoC36
FoC37

3,7 mg
0,4 mg
20,0 mg
2,4 mg
2,2 mg
2,8 mg
3,2 mg
0,8 mg
1,8 mg
11,3 mg
20,1 mg
32,1 mg
38,9 mg
24,5 mg
4 mg
8,3 mg
21,5 mg
2,4 mg
7,0 mg
6,5 mg
12,5 mg
3,1 mg
9,2 mg
10,4 mg
7,2 mg
37,7 mg
9,7 mg
13,2 mg
146,0 mg

Hexano: AcOEt (5 %)*
Hexano: AcOEt (10 %)*

Hexano: AcOEt (15 %)*

Hexano: AcOEt (20 %)*

Hexano: AcOEt (30 %)*

Hexano: AcOEt (50 %)*

Metanol (100%)*

*Porcentagens da mistura de solventes

**Fragdes que, quando analisadas em CCDC apresentaram-se
semelhantes em Rf, mas diferenciavam-se quanto ao aspecto
morfoldgico. A reunido destas fragbes foi feita de acordo com o
aspecto morfologico dentro deste intervalo (330-338).
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3.3.2.3 Particédo Acetato de Etila

Parte da particdo Acetato de Etila (0,855 g) foi submetida a uma coluna

cromatografica empacotada com Sephadex® LH-20, a pressdo ambiente,

eluida de forma isocratica com metanol. Foram obtidas 33 fragbes num

volume de 5 mL, sendo que as fracbes 33 a 55 foram reunidas e
denominadas de FoOA33 (Tabela 07).

Tabela 07: Fragbes obtidas da coluna da particdo Acetato de Etila das folhas (FoA).

Fracoes  Codigo Massa
1 FoAl 37,7 mg
2 FoA2 48,2 mg
3 FoA3 48,4 mg
4 FoA4 49,2 mg
5 FoA5S 68,4 mg
6 FoA6 62,0 mg
7 FoA7 85,6 mg
8 FoAS8 79 mg
9 FoA9 80,2 mg
10 FoA10 77,5 mg
11 FoAll 50,6 mg
12 FoA12 27,6 mg
13 FoA13 15,5 mg
14 FoAl4 32,8 mg
15 FoAl5 19,3 mg
16 FoAl6 18,8 mg
17 FoA17 12,8 mg
18 FoA18 11,7 mg
19 FoA19 10,3 mg
20 FoA20 7,8 mg
21 FoA21 6,7 mg
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Tabela 07: Continuagéo

22 FoA22 5,8 mg
23 FoA23 5,7 mg
24 FoA24 Smg

25 FoA25 4 mg

26 FoA26 3,4 mg
27 FoA27 2,9 mg
28 FoA28 2,2 mg
29 FoA29 2 mg

30 FoA30 1,1 mg
31 FoA31 1,3 mg
32 FoA32 1,1 mg
33 FoA33 7,1 mg

A fragdo FoA6 foi purificada através de uma Cromatografia em

Camada Preparativa (20 x 20 cm), de acordo com o fluxograma 05.

FoA6
(58,0 mg)

CCP CH,Cl,:CH;0H 15%

LI
(1,5 mg)

LII
(4,2 mg)

LIII
(8,5 mg)

LIV
(2,8 mg)

LV
(2,8 mg)

LVI
(2,4 mg)

Fluxograma 05: Subfragbes obtidas por CCP da fragdo FoA®6.

3.3.3 Estudo do Caule

3.3.3.1 Particdo Hexanica

Parte da particdo Hexanica (504,1 mg) foi submetida a uma coluna
cromatografica em silica gel, a pressdo ambiente. A elui¢do da coluna iniciou-

se com hexano (100 %), aumentando a polaridade do eluente pela adigao de
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acetato de etila e finalizada com metanol. Foram obtidas 417 fragdbes num

volume de 5 mL, posteriormente reunidas em 26 grupos, com base nos seus

respectivos valores de RFs, quando analisadas por CCDC (Tabela 08).

Tabela 08: Fragdes obtidas da coluna da particdo Hexanica do Caule (CaH).

Fracoes Codigo  Massa Eluente
1-24 CaHl1 5,7 mg Hexano: AcOEt (1%)*
25-28 CaH2 31,3 mg
29-45 CaH3 15,4 mg
46-70 CaH4 19,1 mg
71-89 CaH5 3,4 mg
90-107  CaHé6 20,7 mg
108-117  CaH7 8,2 mg
118-188  CaH8 41,3 mg
189-191  CaH9 16,7 mg
192-219 CaH10 5,3 mg
220-231 CaHl11 4,8 mg Hexano: AcOEt (2%)* 229**
232-239 CaHI12 3,6 mg
240-250 CaH13 3,2 mg
251-263 CaHl14 3,8 mg Hexano: AcOEt (5%)* 254**
264-293 CaH15 6,6 mg
294-305 CaHl16 3,1 mg Hexano: AcOEt (10%)*
306-314 CaH17 12,9 mg
315-331 CaH18 51,6 mg
332-339 CaH19 2,4 mg
340-356  CaH20 5,3 mg
357-375 CaH21 8,6 mg  Hexano: AcOEt (15%)* (354%*%*)
376-386  CaH22 6,2 mg
387-399 CaH23 1,0 mg Hexano: AcOEt (30%)* 381%*%*
400-407 CaH24 4,7 mg
408-416 CaH25 432 mg Acetato de etila (100%)*
417 CaH26 116,4 mg Metanol (100%)*

*Porcentagens da mistura de solventes
** Mudanca de polaridade
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3.3.3.2 Particao Cloroférmica

Parte da Particdo Cloroférmica (623,6 mg) foi submetida a uma coluna

cromatografica em silica gel, a pressdo ambiente. A eluigdo da coluna iniciou-

se com hexano (100 %), sendo a polaridade do eluente aumentada pela

adicao de acetato de etila, seguida por metanol. As 801 fragées obtidas num

volume de 5 mL, desta coluna, foram reunidas em 27 grupos, com base nos

seus respectivos valores de RFs, quando analisadas por CCDC (Tabela 09).

Tabela 09: Fragées obtidas da coluna da particdo Cloroférmica do Caule (CaC).

Fracoes Codigo Massa Eluente
1-35 CaCl 3,7 mg Hexano: AcOEt (1%)*
36-96 CaC2 0,4 mg Hexano: AcOEt (2%)* (49*%*)

97-124  CaC3 5,1 mg

125-156 CaC4 0,5 mg

157-175  CaC5 1,6 mg

176-182  CaCé6 1,0 mg

183-219  CaC7 4,5 mg Hexano: AcOEt (3%)* (188*%*)
220-227 CaC8 0,7 mg

228-259 CaC9 2,7 mg Hexano: AcOEt (5%)* (231*%*)
260-274 CaCl0 1,5 mg

275-297 CaCll1 4,5 mg Hexano: AcOEt (6%)* (278*%*)
298-313 CaCl2 6,6 mg

314-342 CaCl3 9,4 mg Hexano: AcOEt (8%)* (337*%*)
343-376  CaCl4 53,4 mg

377-393 CaCl5 6,0 mg Hexano: AcOEt (10%)* (383*%*)
394-425 CaCl6 9,6 mg Hexano: AcOEt (15%)* (399**)
426-450 CaCl7 16,0mg  Hexano: AcOEt (20%)* (427*%)
451-482 CaCl8 18,2mg

483-492 CaCl9 7,6 mg Hexano: AcOEt (30%)* (485*%*)
493-498 CaC20 8,0mg
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Tabela 09: Continuagéo
499-518 CaC21 15,7 mg
519-580 CaC22 36,1l mg  Hexano: AcOEt (40%)* (556*%*)
581-613 CaC23 52,6 mg Hexano: AcOEt (60%)* (584**)
614-674 CaC24 56,1 mg  Hexano: AcOEt (80%)* (647*%*)
675-723 CaC25 439mg  Hexano: AcOEt (90%)* (682**)
724-800 CaC26 27,4mg  Acetato de etila (100%)* (737*%*)
801 CaC27 214,4mg Metanol (100%)*

*Porcentagens da mistura de solventes
**Mudanga de Polaridade

3.4 ENSAIOS BIOQUIMICOS

3.4.1 Ensaio bioquimico frente a enzima GAPDH de
Trypanosoma cruzi.

A enzima glicolitica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
catalisa a conversdo de gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-difosfoglicerato, na
presenca de fosfato inorgénico e NAD+ como co-fator; esta € uma enzima

recombinante obtida em um sistema de expressao de Escherichia coli.

A preparacao e a purificagdo da enzima sao feitas rotineiramente de
acordo com os procedimentos estabelecidos por SOUZA et al, 1998 no
Laboratério de Cristalografia de Proteinas e Biologia Estrutural do Instituto de
Fisica de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo. Os ensaios de atividade
sao feitos de acordo com uma modificagcdo de um procedimento previamente
descrito por BARBOSA E NAKANO, 1987; pela medida espectrofotométrica
de NADH formado em 30 segundos a 340 nm (Figura 15).

NAD? NADH
‘ GAPDH

D-gliceraldeido-3-fosfato > D-1,3-difosfoglicerato

Pi A=340 nm

Figura 15: Reacgdo catalisada pela enzima GAPDH
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A atividade da enzima foi medida colocando-a na presenca do
substrato Gliceraldeido-3-fosfato (G3P), do co-fator NAD" e arseniato de
sédio, inibidor da reacédo inversa, em cubeta de quartzo nas seguintes
condi¢des: 50 mM de tampao Tris-HCI pH 8,6 com 1 mM de EDTA e 1mM de
B-mercaptoetanol, 30 mM de arseniato de sdédio, 2,5 mM de NAD, 0,3 mM de
G3P e 4-9 ug de proteina, totalizando o volume final da mistura de 1,0 mL.

Para testar a inibicdo da enzima sao preparadas solugdoes das
amostras em DMSO (concentragdo de 1,0 mg/mL), que sédo adicionadas ao
meio reacional, fornecendo concentragdes finais que variam entre 100, 50, 25
e 10 yg/mL do material a ser testado. Ensaios controle s&o feitos na auséncia
das substancias, mas com adigdo de igual volume de DMSO. Todas as

medidas sdo feitas em triplicatas e considera-se o valor da média.

O resultado da reagcdo enzimatica, acompanhado por
espectrofotometria a 340 nm, é obtido pela diferenca de absorbancia entre os
tempos t=30 s e t=0 s. Com o valor desta diferenga de absorbancia, pode-se

calcular a atividade especifica da enzima.

3.4.1.1 Calculos das Atividades Especificas

A atividade especifica (U/mg) da enzima e do controle foi calculada

usando a férmula a seguir:

Aabsorbancia
{(A—) xVey
(U/mg) = 4
6,22xVex[E]

onde At = 0,5 minuto; Vc (volume da cela) = 1,00 mL; enxapn = 6,22
(uMol/cm®)™ cm™; Ve (volume da enzima) = 0,005 mL; [E] = concentracdo da

enzima em mg/mL= 0,3 e 0,9 mg/mL.
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3.4.1.2 Atividade Inibitéria de GAPDH de Trypanossoma
cruzi.

Os extratos foram testados nas concentragdes de 100 ug/mL em 10%
de DMSO usando 5 uLde GAPDH na concentragédo de 0,30 mg/mL. Em cada
caso foi feita uma solucao controle, usando somente 10% de DMSO no meio
reacional, a qual foi considerada o controle positivo do teste. A atividade
especifica da enzima GAPDH de T. cruzi ndo é significativamente afetada
pela adicdo de 10% de DMSO.

Os dados sao obtidos pela média de trés repeticbes e os valores de

percentagem de inibigdo obtidos usando a seguinte formula:

{(U / mgcantrole ) - (U / mgcomposto ) }
U / mgcontrole

% = x100

3.4.2 Ensaio bioquimico frente a enzima APRT de
Leishmania donovani.

A APRT utilizada foi obtida purificada de Leishmania donovani, no
Laboratério de Cristalografia de Proteinas e Biologia Estrutural do Instituto de

Fisica de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo.

Os ensaios de atividade sao feitos pela medida espectrofotométrica de
AMP formado em 60 segundos a 259 nm. A reacao inicia-se apos a adicao da
enzima adenina-fosforribosil-transferase (APRT), que catalisa a reacéo
nucleofilica entre a base purinica adenina e o 5- fosforribosil-1-pirofosfato
(PRPP), formando a Adenosina 5’-monofosfato (AMP) (Figura 16).
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APRT

Adenina + 5-fosforribosil- - Adenosina 5’-monofosfato
1-pirofosfato (PRPP) " (AMP)

Pi A=259 nm

Figura 16: Reacéo catalisada pela enzima APRT

Os resultados destes testes fornecem um suporte mais adequado para
o desenho racional de novas drogas leishmanicidas. A mistura reacional
contém (volume final de 0,5 mL): 100 yM de Adenina, 560 uM de PRPP, 5
mM de MgCl,, 100 mM de tampéao Tris-HCI pH 7,4 e 7,5 ug de APRT. Para
testar a inibicdo da enzima séo utilizadas 475 pul da mistura reacional e 25 pl
das solugdes candidatas a possiveis inibidores, fazendo assim, com que a
concentragao final do extrato e/ou fragdo seja de 100 pug/ml. A atividade da

enzima pura € 0,001168 mM de AMP formado por mg/min.

3.4.2.1 Célculos das Atividades Especificas

A atividade especifica (U/mg) da enzima foi calculada usando a

férmula a seguir:

Aabsorbancia
{(A—) xVe}
U/ mg) = ;
1,24 xVex[E]

onde At = 1 minuto; Vc (volume da cela) = 1,00 ml; gamp = 1,24
(uMol/cm®)™ cm™; Ve (volume da enzima) = 0,005 mL; [E] = concentracdo da

enzima em mg/mL= 0,9 mg/mL.

3.4.2.2 Atividade Inibitéria de APRT de Leishmania donovani

Os extratos foram testados na concentragao de 50 ug/mL em 10% de

DMSO, usando 5 uL de APRT na concentracéo de 0,9 mg/mL. Em cada caso
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foi feita uma solugdo do branco, usando somente 10% de DMSO no meio
reacional, o qual foi considerado o controle positivo do teste. A atividade

especifica da enzima APRT néo é significativamente afetada pela adicéo de
10% de DMSO.

Os dados sao obtidos pela média de trés repeticbes e os valores de
percentagem de inibigdo obtidos usando a seguinte formula:

— {(U / mgc(mtrole) - (U / mgcampnsm )}
U / mgcantmle

%

x100
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3.5 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O dleo essencial das folhas (170,6 g em 1200 mL de Hy0), frutos
(187,8 g em 1200 mL de H0) e flores (48,4 g em 100 mL de H,0), recém-
coletadas de Kielmeyera rugosa foi obtido através da técnica de
hidrodestilagdo (Figura 17), usando aparato tipo clevenger, aquecido até a
temperatura de ebulicdo da agua (ca. 4 horas), de forma que os compostos
volateis sao arrastados pelo vapor, sendo posteriormente condensados e os
volateis, coletados junto com a agua, sdo extraidos da agua com solvente
organico (diclorometano, 3 x 50 mL). A fase organica € secada sobre Na;SO4
anidro e cuidadosamente concentrada sob atmosfera de N, até um volume
final <0,5mL. Duas extracbes de cada amostra foram executadas e
analisadas por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrémetro de Massas
(CG-EM).

Y amoatra
*

| Egua

Figura 17: Figura ilustrativa do aparato tipo clevenger usado para hidrodestilagéo.
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4.1 SUBSTANCIAS OBTIDAS DE KIELMEYERA RUGOSA
CHOISY

O estudo quimico das particbes hexanica, cloroférmica e acetato de

etila dos frutos, folhas e caule permitiu o isolamento das seguintes

substancias:

Fracao FrH6 (95,2 mg) e CaH8 (41,3
mg), (C2sH2405) Pf (132,8°-137,4°),
solido amorfo amarelo
Isolada da Particdo Hexanica dos Frutos
(FrH) e Parti¢ao Hexanica do Caule
(CaH).

Fragao FoC21 (38,9 mg) (C,,H,904) Pf
(92,6°-95,8°), solido amorfo amarelo
Isolada da Parti¢ao Cloroformica das

Folhas (FoC)

Fragﬁo CaCl14 (53,4 mg) (C34H3007),
so6lido amorfo amarelo
Isolada da Parti¢ao Cloroféormica do
Caule (CaC)
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Fragdo FrH5 (67,1 mg), obtida como
6leo amarelo
Isolada da Particdo Hexanica dos
Frutos (FrH).

Subfracdo M15I1I (4,2 mg) obtida
por CCP da fragdo FrC15,
(C22H290¢)

Isolada da Particdo Cloroférmica dos
Frutos (FrC)

Subfragdo PIV (37,4 mg) obtida por
CCP das fragoes FoHS8 e FoH9,
solido branco
Isolada da Particdo Hexanica das
Folhas (FoH)
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4.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS

4.2.1 Identificagdo Estrutural da Substdncia 1

A substancia 1 foi isolada através do fracionamento da particdo
hexanica do extrato metandlico dos frutos de K. rugosa e obtido como um
sélido amorfo amarelo (FrH6; 95,2 mq). A identificagdo foi baseada na analise
dos dados espectrais de RMN 1D (*H, "*C e DEPT 135°) e 2D (HMBC e

HSQC), IV e por comparagao com os dados da literatura.

O espectro de absorgado na regido do IV desta substancia revelou
bandas de absorgado caracteristicas de hidroxila em 3463 cm'1, de d-lactona
a,B-insaturada em 1746 cm™, e em 704 cm™ caracteristica de grupo fenilico
monosubstituido. As bandas em 1612 cm” e 1582 cm™ referem-se,
respectivamente, a carbonila do grupo “3-metil-1-oxo-butil” e aos estiramentos
C=C do anel aromatico. As absor¢goes em 2963, 2922 e 2865 cm” sdo

caracteristicas das deformagdes axiais de Cgp3-H (Anexo A, Fig. 41, p. 105).

No espectro de RMN "H da substancia FrH6 (Anexo A, Tab. 15-p.134;
Fig. 42-p. 105) foi observado primeiramente a presenca de um singleto,
integrando para 1H, em 6 14,81, que é caracteristico de hidrogénio de uma
hidroxila quelatogénica, enquanto que dois dubletos, um centrado em 6 6,90 e
outro em 6 5,64, com constante de acoplamento de 9,9 Hz, foram atribuidos
aos hidrogénios H-4° e H-5 respectivamente, caracteristicos do anel
cromeno. Adicionalmente, um singleto, integrando para 6H em & 1,60 indicou

a presenga de duas metilas ligadas a este anel.

A presenca de dois mutipletos, um centrado em 6 7,32 (2H) e outro em
d 7,42 (3H) foram atribuidos ao grupo fenil em C-4, substituicdo confirmada
pela presenga de um singleto em 6 6,00 (1H) caracteristico do hidrogénio em
C-3 de uma cumarina. Os sinais em ¢ 2,97 (d, 2H, J=6,9 Hz), 5 2,24 (m, 1H) e
6 0,97 (d, 6H, J=6,9 Hz), sdo caracteristicos do grupo 3-metil-1-oxobutil, os

quais sao atribuidos aos hidrogénios H-2”, H-3”, H-4” e 5”, respectivamente.
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O espectro de RMN '3C, juntamente com o experimento DEPT 135° e
90° (Anexo A, Figs. 44 e 45-pgs. 106 e 107; Tab. 15-p. 134) mostrou a
presenca de 4CHs;, 1CH;, 9CH e 11 carbono n&o hidrogenados. Entre os 11
carbono ndo hidrogenados, temos um sinal na regido de carbono sp*, em §
79,8 caracteristico do carbono C-6’ do anel cromeno. Os sinais em 6 159,6
(Co) e 6 154,8 (Co) sao tipicos dos carbonos C-2 e C-4 do esqueleto
cumarinico com substituicdo em C-4; e a presenca dos sinais caracteristicos
dos carbonos C-4’ e C-5 do anel cromeno foi observada em 5 115,5 e &

126,3, respectivamente.

Desta forma, pb6de-se propor duas possiveis estruturas (Figura 18),
baseado nos padrbes de oxigenagdo comumente encontrados em cumarinas
de outras espécies de Kielmeyera relatadas na literatura [NAGEM et al., 1988
e GRAMACHO et al., 1999].

(A)

Figura 18: Propostas estruturais para substancia 1.

A posicdo dos grupos foi determinada através das interacdes
heteronucleares observadas no mapa de contorno HSQC (Anexo A, Fig. 46,
p. 107) e HMBC (Anexo A, Fig. 49, p. 109). O espectro bidimensional do tipo
HSQC, o qual permite observar a correlagdo direta carbono-hidrogénio,
permitiu determinar com exatiddao os deslocamentos quimicos de todos os
4CHs;, 1CH; e 9CH da estrutura proposta (Tabela 10-p. 60).
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Tabela 10: Correlagbes heteronucleares (’Jc H! observadas no experimento HSQC

Carbono o (ppm) o. (ppm) Tipo de Carbono
3 6,00 112,6 CH
4 6,90 115,5 CH
5 5,64 126,3 CH
7ed 1,60 28,1 2 CH;
2” 2,97 53,6 CH;
3” 2,24 25,1 CH
47e5” 0,97 22,6 2 CHs
27’e6” 7,32 127,1 2 CH
37e5” 7,42 127,6 2 CH
4 7,42 128,2 CH

Finalizando, foi realizado o experimento de RMN bidimensional HMBC,
que permitiu definir com exatiddo a estrutura proposta ao composto 1. A
correlagdo (3J) entre C-8a (5 158,1) e o hidrogénio em & 6,90, definiu a
posicao do anel cromeno, o qual também foi confirmada com a correlagao
entre o C-6 (6 107,1) e os hidrogénios em 3 2,97 e 6 14,81 e a correlagéo do

C-4a (5 102,2) com os hidrogénios em 6 14, 81 e 6 6,00 (Figura 19).

M

Figura 19: Correlagées (°Jc.) importantes para a determinagdo exata da substancia

(1).

Desta forma, a substancia foi definida como mostrado na Figura 20, ja
previamente isolada de Mesua ferrea L. [VEROTTA et al., 2004], Kielmeyera
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pumila [NAGEM et al., 1988] e Kielmeyera elata [GRAMACHO, et al., 1999]
da familia Clusiaceae, cujas referéncias foram usadas para comparagao dos
dados espectrais obtidos (Anexo A, Tab. 15, p. 134).

0y
Figura 20: Substancia 1: 5-hidroxi-6-(3-metil-1-oxobutil)-4-fenil-6°, 6 -dimetilpirano

(2°, 3": 7,8)-cumarina.

4 .2.2 Identificagdo Estrutural da Substancia 2

A substancia 2 foi isolada através do fracionamento da particdo
cloroférmica do extrato metandlico das folhas de K. rugosa, sendo obtida
como um solido amorfo amarelo (FoC21; 38,9 mg). A identificacdo foi
baseada na analise dos dados espectrais de RMN 'H, '*C e DEPT 135°, IV e

por comparagao com os dados da literatura.

O espectro de absorgao no IV da substancia 2 (Anexo A, Fig. 52, p.
111) apresentou uma banda de intensidade forte em 3450 cm™ caracteristica
de hidroxila; bandas na regido de 2956 cm™ caracterizam as deformacdes
axiais de Cgy3-H. A absorgdo em 1740 cm™ caracteriza a presenca da d-
lactona a,B-insaturada, enquanto que as bandas em 1620 cm™ e 1578 cm™
referem-se ao grupo carbonila conjugado e as deformacdées C=C do anel

aromatico, respectivamente.

No espectro de RMN 'H (Anexo A, Fig. 53-p. 111; Tab. 16-p. 135), as
primeiras observag¢des importantes sdo a presenca de um singleto em 5 14,15

(1H) caracteristico de hidrogénio de uma hidroxila quelatogénica e um
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singleto em & 6,00 (1H) indicando a presenga do hidrogénio na posigcao C-3
caracteristica do esqueleto cumarinico, confirmando a substituicdo na posicao
C-4. Sinais caracteristicos de grupo propilico foram observados na regido de
0 2,83 (m, 2H), ¢ 1,63 (m, 2H) e & 1,03 (t, 3H), caracterizando uma das
substituigdes no esqueleto basico. Os sinais em 6 3,87 (m, 1H); 1,86 (m, 1H);
1,65 (m, 1H); 0,96 (¢, 3H, J= 7,4Hz) e 1,23 (d, 3H, J= 6,8 Hz), caracterizaram

a presenca do grupo 2-metil-1-oxobutilico.

O espectro de RMN *C (Anexo A, Fig. 55-p. 112; Tab. 16-p. 135),
juntamente com o experimento DEPT 135°, mostrou a presenca de 5CHs,
4CH,, 3CH e 10Co. Os sinais de carbono nao hidrogenados em 6 159,5 e
162,0 sao tipicos dos carbonos C-2 e C-4 do esqueleto cumarinico com
substituinte alquil em C-4, enquanto aqueles em & 163,1; 110,1; 163,1 e 104,6

sdo tipicos dos carbonos C-5, C-6, C-7 e C-8, respectivamente.

Os sinais de hidrogénio em 6 4,85 (dd, J=9,2 e 8,4 Hz, 1H), 2,82 (m,
2H), 6 1,40 (s, 3H) e 6 1,28 (s, 3H) adicionalmente com os sinais de carbono
em & 92,8 (C-2', CH), 26,5 (C-3’, CHy), 71,4 (C-4’, Co), 26,1 (C-5’, CH3), e
24,7 (C-6’, CHj3), indicam a presenca do sistema dihidrofurano com um grupo

1-hidroxi-1-metil etila.

Desta forma, a substancia foi definida como uma 4-propilcumarina
(Figura 21), ja previamente isolada de Calophyllum brasilense, recebendo o
nome de Mammea B/BB Cyclo F [REYES-CHILPA et al., 2004]. Os dados
espectrais (Anexo A, Tab. 16, p. 115) foram comparados também com
cumarinas similares isoladas de Calophyllum brasiliense [ITO et al., 2003],
Kielmeyera albopunctata [SCIO et al., 2003], Mesua racemosa [MOREL et al.,
1999] e Kielmeyera reticulata [CRUZ et al., 2002].
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(2)
Figura 21: Substéncia 2: 7-hidroxi-8-(2-metil-1-oxobutil)-2’-(2-hidroxiisopropil)

dihidrofurano-(5°,4’: 5,6)-4-propil cumarina.
4.2.3 Identificagdo Estrutural da Substancia 3

A substancia 3 foi isolada através do fracionamento da particao
cloroférmica do extrato metandlico do caule de K. rugosa, sendo obtida como

um solido amorfo amarelo (CaC14; 53,4 mg).

A identificagao foi baseada na analise dos dados espectrais de RMN
'H, "3C (uni e bidimensional), DEPT 135°, IV e por comparacédo com os dados

da literatura.

O espectro de absorgcéo na regido do IV (Anexo A, Fig. 58, p. 114),
desta substancia, revelou banda caracteristica de hidroxila em 3460 cm™, de
S-lactona a,B-insaturada em 1740 cm™ e de deformacdes axiais caracteristica
de ligagbes Csp>-H em 2956 cm™. Além disso, a presenca de absorcdes em
1614 cm™ e 1580 cm™, referem-se, respectivamente, aos grupos carbonila

conjugado e aos estiramentos das ligagdes C=C de anel aromatico.

No espectro de RMN 'H (Anexo A, Fig. 59-p. 114; Tab. 17-p. 136)
foram observados sinais semelhantes a substancia 1. Os dois dubletos
centrados em ¢ 6,87 (1H, J=10,0 Hz) e 5,62 (1H, J=10,0 Hz) observados,
juntamente com os dois singletos em 6 1,58 (3H) e 6 1,56 (3H), sugerem a

presenca do anel cromeno. A presenga de multipletos centrados em & 7,38
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(3H) e 7,26 (2H), adicionalmente a presenca de um singleto em 6 5,95 (1H),

sugerem tratar-se de uma 4-fenilcumarina.

De forma semelhante aos espectros de RMN 'H apresentados pelas
substancias 1 e 2, no espectro de RMN 'H desta substancia, foi observado
também um singleto em & 14,66 ppm, com integragéo para 1H, atribuido a um
hidrogénio de uma hidroxila quelatogénica. Estes dados nos levaram a propor
as estruturas (C) e (D) para a substancia isolada (Figura 22), levando-se em

conta o padrao de oxigenagdo comum para cumarinas desta espécie:

©) D)

Figura 22: Propostas estruturais para a substéancia 3.

No espectro de RMN H observamos, ainda, quatro dubletos centrados
em 3 4,14 (2H; 6,4 Hz); 6,36 (1H, 16 Hz); 7,61 (1H, 16 Hz) e 1,06 (3H, 6,8
Hz); dois duplos dubletos em & 3,26 (1H, 6,0 e 17 Hz) e 3,03 (1H, 7,6 ¢ 17
Hz) e um multipleto em 2,63 (1H). Estes sinais indicaram a presen¢a do grupo
4-cinamoil-3-metil-1-oxobutilico, compativeis com os dados publicados por

CRUZ et al., (1998). Este grupo pode estar ligado ao carbono C-6 ou C-8.

No espectro de RMN "*C, juntamente com o experimento DEPT 135°
(Anexo A; Fig. 61-p. 115; Tab. 17-p. 136), a primeira observagao interessante
€ a presencga de um sinal de grupo metilénico (CH>), absorvendo em & 68,7,

caracteristico do carbono C-4” do grupo 4-cinamoil-3-metil-1-oxobutilico.
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Adicionamente, estes espectros, mostraram sinais caracteristicos de
dois grupos fenilas, através das absor¢gbes em & 139,1 (Co); 127,1 (2CH);
127,9 (2CH); 128,2 (CH); 134,2 (Co); 127,6 (2CH); 128,9 (2CH) e 130,4 (CH),
assim como também do grupo cromeno através dos sinais tipicos em 6115,5;
126,4; 80,0; 28,3 e 28,2 ppm.

A definicado do posicionamento do grupo 4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil
em C-6 ou C-8, foi determinada através das interagcbes heteronucleares

observados no mapa de contorno HMBC (Tabela 11).

Tabela 11: Correlagbes observadas no espectro de RMN — 2D [HMBC (C-H, "J)
(CDCls, 9,4 tesla)] da substancia 3.

H (3) C %,")
5-OH (14,66) 4a (102,2); 6 (107,2); 5 (164,2)
3C (7,61) 2C (117,7); 4C (134,2); 1C (166,7); 5C/ 9C (127,6)
5C (7,47) 3C (144,9); 7C (130,4)
216" (7,26) 177 (139,1); 4 (156,2)
4" (6,87) 6> (80,0); 8a (158,1); 7 (155,0); 8 (101,6)
2C (6,36) AC (134,2); 1C (166,7)
3 (5,95) 4a(102,2); 17" (139,1); 2 (159,5)
57 (5,62) 6" (80,0); 8 (101,6)
4 (4,14) 57 (17,2); 37 (29,3); 2" (48,5); 1C (166,7)
2" (3,26 € 3,03) 57 (17,2); 37 (29,3); 4" (68,7); 17°(205,4)
37 (2,63) 57 (17,2); 27 (48,5); 4" (68,7)
7'/8" (1,58/ 1,56) 7°/8°(28,3/28,2): 6° (80,0); 5'(126,4)
5" (1,06) 377(29,3); 2" (48,5); 4" (68.7)

As correlagdes (°J) observadas entre os hidrogénios H-2"""/6""" (5 7,26)
com o carbono C-4 (& 156,2), juntamente com a correlagao entre o hidrogénio
H-3 (8 5,95) com o carbono C-1""" (6 139,1) corroboraram com a estrutura de
uma 4-fenilcumarina. Por outro lado, as correlagdes (*J) observadas entre o

hidrogénio H-4" (5 6,87) com o carbono C-8a (6 158,1), aliado a correlagcéo
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entre o hidrogénio H-5" (6 5,62) com o carbono C-8 (6 101,6) confirmam que o
anel pirano encontra-se ligado ao anel cumarinico através dos carbonos C-7
e C-8, fixando, com isso, o posicionamento do grupo “4-cinamoil-3-metil-1-

oxobutil” no carbono C-6 (proposta C, Figura 22).

Com as analises destes dados, aliadas as informacbdes obtidas da
literatura, pudemos definir a substadncia 3 como sendo a 4-fenilcumarina,
representada na Figura 23, previamente isolada de Kielmeyera argentea
[CRUZ et al., 1998] e Kielmeyera reticulata [CRUZ et al., 1998].

Figura 23: Substéncia 3: 5-hidroxi-6-(4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil)-4-fenil-6’,6’-

dimetilpirano (2°,3’: 7, 8)-cumarina.

Os experimentos bidimensionais COSY e HSQC (Anexo A, Fig. 66 e
Fig. 69, p. 118 e 119), além de corroborarem com a estrutura proposta,
também auxiliaram na atribuicdo completa de todos os hidrogénios e
carbonos desta cumarina. Os dados podem ser encontrados na Tabela 17
(Anexo A, p. 136).

4 2.4 Identificagdo Estrutural das Substdncias 4 e 5

A mistura das substancias 4 e 5 foi odtida através do fracionamento da
particdo hexanica do extrato metandlico dos frutos de K. rugosa, numa
propor¢cao de praticamente 1:1 , sendo obtida como um éleo amarelo (FrH5;
67,1 mg). A identificagdo foi baseada na analise dos dados espectrais de
RMN 'H, "C (uni e bidimensional), DEPT 90° e 135°, IV e por comparagao

com os dados da literatura.
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O espectro de absorgao na regiao do IV (Anexo A, Fig. 76, p. 123) da
mistura, revelou bandas em: 3481 cm™' caracteristica de hidroxila; 1750 cm™
referente a &-lactona a,B-insaturada e 699 cm™ caracteristica do grupo
benzeno monosubstituido. As bandas em 1614 cm™ e 1581 cm™ referem-se a
deformacéao axial da ligagdo C=0 de carbonila e estiramento de ligagdo C=C

de anel aromatico, respectivamente.

No espectro de RMN 'H (Anexo A, Fig. 77-p. 123; Tab. 18-p. 137),
observamos sinais similares ao composto 1 (4-fenilcumarina), no entanto, o
espectro de RMN '*C (Anexo A; Fig. 80-p. 125; Tab. 19-p. 137), percebemos
alguns sinais intensificados e/ou duplicados, indicando a presenca de uma

mistura.

No espectro de RMN 'H foi observado um singleto em & 5,95 (1H)
caracteristico do H-3 indicando tratar-se de cumarinas substituidas em C-4 do
anel cumarinico. A presenca de dois dubletos, com J=10,0 Hz, um em 6 6,83
(1H) e o outro em 6 5,64 (1H), adicionalmente a um singleto, integrando para
6H, em & 1,54 caracterizam a presencga do anel cromeno; enquanto que dois
singletos em & 15,39 e 15,30 indicam a presenga de dois hidrogénios de
hidroxila quelatogénica. A observagao de um tripleto em 6 2,94 (2H, J=7,5
Hz), um mutipleto em 6 1,64 (2H) e um tripleto em 6 0,92 (3H, J=7,3 Hz)
juntamente com os sinais no espectro de RMN *C em & 38,4 (CH,), 22,7
(CH2) e 13,9 (CHs), indicaram a presenca do grupo propil na posi¢ao C-4, tal

como no composto 2.

Auxiliados pelos experimentos DEPT 135° e 90°, no espectro de RMN
3C, (Anexo A, Fig. 81-p. 125), observamos os sinais em & 160,0 (Co) e &
159,4 (Co) tipicos dos carbonos C-2 e C-4 do esqueleto cumarinico, com
substituigdo em C-4. Os sinais em & 165,2 (Co), 6 106,9 (107,1) (Co), & 157,5
(157,2) (Co) e & 101,5 (Co) séo tipicos dos carbonos C-5, C-6, C-7 e C-8
indicando, exceto em C-3, que todas as posi¢cdes do esqueleto cumarinico

encontram-se substituidas.
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A confirmacéao de que esta fragcao (FrH5) tratava-se de uma mistura de
duas 4-propilcumarinas ficou mais evidente ao observar a presenca, no
espectro de RMN "*C, de dois sinais tipicos de carbonilas cetonicas, uma em

d 211,9 e a outra em 207,1 ppm.

Estes dados nos levaram a propor duas possiveis estruturas, (E) e (F)
(Figura 24), para cada uma das cumarinas desta mistura, sempre
considerando os padrbées de oxigenagdo comumente encontrados em

cumarinas isoladas de outras espécies de Kielmeyera.

(E) (F)

Figura 24: Propostas estruturais para as substancias 4 e 5.

A unica diferenca entre os dois compostos seria quanto a estrutura do
substituinte acila posicionado em C-6 ou C-8, que obrigatoriamente deve ser
localizado orto a hidroxila, uma vez que esta é do tipo quelatogénica,
absorvendo em & 15,30 e 15,39 ppm, no espectro de RMN 'H (Anexo A; Fig.
77-p. 123; Tab. 18-p. 137).

A confirmagado das estruturas dos grupos acilas foi obtida através dos
espectros de RMN "°C, DEPT 135° e 90° (Anexo A, Fig. 81-p. 125). Assim, a
presencga dos sinais em 4 26,7 (CH,, C-3”), 6 46,6 (CH, C-2”), 56 11,8 (CHj3, C-
4°") e 616,7 (CHs, C-57"), aliado ao sinal da carbonila ceténica em 6 211,9
(Co, C-17), indicam a presencga do grupo “2-metil-1-oxobutil” (G) (Figura 23).
Por outro lado, a presencga dos sinais em 4 25,1 (CH, C-3”), 6 53,6 (CH,, C-

2”), & 22,6 (2CH3, C-4"" e 57"), aliado ao sinal da carbonila cetbnica em 6
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207,1 (Co, C-17), indicam a presenga do grupo “3-metil-1-oxobutil” (H)
(Figura 25). Estes dados puderam ser confirmados pela comparagdo com
dados da literatura [NAGEM, et al., 1998].

Figura 25: Substituintes acilas presentes, individualmente, em cada uma das

cumarinas da mistura.

A definicdo do posicionamento destes substituintes em C-6 ou C-8,
para cada uma das cumarinas da mistura, foi determinada através das
interagdes heteronucleares observados no mapa de contorno HMBC (Anexo
A, Fig. 85, p. 127) (Tabela 12).

Tabela 12: Correlagbes observadas no espectro de RMN — 2D [HMBC (C-H, "J)

(CDClIs, 9,4 tesla)] da mistura de cumarinas isoladas.

- H® <y
5-OH (15,30) 4a (103,2); 6 (106,9); 5 (165,2)
H-3 (5,95) 17> (38,4); 4a (103,2); 2 (160,0); 4 (159,4)
H-5 (5,64) 6> (79,6); 8 (101,5)
H-4’ (6,83) 6> (79,6); 8a (155,0); 7 (157.2 e 157.5)
H-2" (2,98) 37 (25,2); 4 ¢ 5°° (22,7); 1°° (207,1)
H-1"" (2,94) 37 (13,9); 2 (22,7); 4a (103,2); 3 (110,3); 4 (159,4)
H-2"" (1,64) 3> (13,9); 17" (38,4); 4 (159,4)
H-7" e H-8’ (1,54) 7> e 8 (28,1 € 28,2); 6’ (79,6); 5° (126,2 ¢ 126,1)
H-5" (1,19) 3 (26,7); 2 (46,6); 17’ (211,9)
H-4” ¢ H-5" (0,98) 27 (53,6); 37 (25,1); 47 (22,6)
H-3"> (0,92) 2> (22,7); 1°° (38,4)

H-4" (0,92) 37 (26,7); 2” (46,6)
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A figura 26 mostra as correlagdes mais importantes para a definicdo da
posicdo dos grupos no esqueleto cumarinico. A correlagao (3J) observada
entre os carbonos C-8a (6 155,0) e C-7 (6 157,5) com o hidrogénio em 6 6,83
(H-4’) (1), juntamente com a correlagao entre os carbonos C-4a (6 103,2) e C-
6 (8 106,9) com o hidrogénio em & 15,30 (J), confirmou o posicionamento dos
grupos “2-metil-1-oxobutil” e “3-metil-1-oxobutil” no carbono C-6 para duas

cumarinas desta mistura.

@ )
Figura 26: Correlagbes importantes para a determinagdo da mistura dos compostos
4eb.

Assim, as substancias foram definidas como mostrado na Figura 27.

“4) )
Figura 27: Substadncia 4: 5-hidroxi-6-(2-metil-1-oxobutil)-4-n-propil-6°,  6'-

dimetilpirano (2°, 3°: 7,8)-cumarina. Substancia 5: 5-hidroxi-6-(3-metil-1-oxobutil)-4-n-

propil-6°, 6 -dimetilpirano (2°, 3": 7,8)-cumarina.
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4.2.5 Identificagdo Estrutural da Substdncia 6

A substancia 6 foi isolada através da purificacédo por Cromatografia em
Camada Preparativa da fracao FrC15 da particdo cloroférmiica dos frutos,
obtida como subfragdo M15lll (4,2 mg). A identificagédo foi baseada na analise
dos dados espectrais de RMN 'H, '*C e por comparacdo com os dados da

literatura.

No espectro de RMN 'H da substancia 6 (Anexo A; Fig. 89-p. 130; Tab.
20-p. 139), observamos a presenca de dois singletos, um em 6 14,68 (1H) e
outro em & 9,96 (1H), sendo atribuidos, respectivamente, a um hidrogénio de

uma hidroxila quelatogénica e a um hidrogénio de uma hidroxila fendlica.

O singleto em & 6,01, integrando para 1H, indicou a presenga do
hidrogénio do carbono C-3, caracteristico do esqueleto cumarinico substituido
em C-4. A observacgéo de trés mutipletos centrados em 6 2,90 (2H); 1,63 (2H)
e 1,01 (3H), juntamente com os sinais no espectro de RMN "*C (Anexo A; Fig.
90-p. 130; Tab. 20-p. 139) em & 38,9 (CHy), 22,6 (CHy) e 14,0 (CHs),
indicaram a presenca do grupo propil na posicdo C-4, similarmente as

cumarinas 4 e 5.

A presenga do grupo “3-metil-1-oxobutil”, foi confirmada tanto pelo
espectro de RMN 'H, através das absor¢des em § 3,14 (m, H-2"); 2,27 (m, H-
3”) e 1,03 (d, J= 8 Hz, H-4” e 5”), quanto pelo espectro de RMN 3¢, pelos
sinais em § 206,2 (Co, C-17"); 53,5 (CH,, C-2”); 25,7 (CH, C-3"); 23,0 (CHs,
C-4"ouC-5") e 22,6 (CH3z, C-5" ou C-4""), similarmente aos compostos 1 e
5.

No espectro de RMN '*C, os sinais de carbono ndo hidrogenados em §
160,9 e 159,6 sao tipicos dos carbonos C-2 e C-4 do esqueleto cumarinico
com substituicdo em C-4, enquanto aqueles em 6 166,0; 109,7; 161,0 e 104,2

sdo tipicos dos carbonos C-5, C-6, C-7 e C-8 do anel totalmente substituido.
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O grupo “2-hidroxi-3-metilbut-3-enil” foi identificado, no espectro de
RMN "H, pela presenca de dois singletos, um em & 4,91 (1H) e outro em 5,02
ppm caracteristicos dos hidrogénios no carbono C-4° (dupla terminal).
Adicionalmente, o multipleto centrado em & 4,43 (1H); o singleto em & 1,87
(3H); o multipleto na regidao de & 2,80 - 2,99 (1H) e o duplo dubleto largo em &
3,15 (J= 1,2 e 13,2 Hz) confirmaram a presenga do grupo.

No espectro de RMN "*C, a presenca deste grupo pbéde ser também
comprovada, principalmente pelas absor¢ées em & 77,2 (CH); 146,4 (Co);
110,1 (CHy) e 18,5 (CHj3).

Finalmente, baseado nestes dados experimentais e comparando-os
com os da literatura [GUILET et al., 2001], pudemos propor a estrutura

representada na Figura 28 como sendo da substancia 6 isolada.

(6)
Figura 28: Substancia 6: 5,7-dihidroxi-6-(3-metil-1-oxobutil)-8-(2’-hidroxi-3’-metil-3’-

butenil)-4-fenilcumarina.

4 .2.6 Identificagdo Estrutural das substdncias 7 e 8

As substancias 7 e 8 foram obtidas em mistura (Subfracédo PIV),
isolada através da purificagdo por Cromatografia em Camada Preparativa das
fracdbes FoH8 e FoH9, obtidas do fracionamento da particido hexanica do

extrato metandlico das folhas. A mistura apresentou-se como um sdlido
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branco (PIV; 37,4 mg) e foi identificada através da analise de seus espectros

de RMN "H, *C e por comparagao com os dados publicados na literatura.

O grande numero de sinais na regido de ¢ 0,6 a 1,8 ppm, no espectro
de RMN 'H (Anexo A, Fig. 91, p. 131) desta fragdo, indicou a presenga de

uma mistura de triterpenos.

A analise do espectro de RMN ®C (Anexo A; Fig. 94-p. 132; Tab. 21-p.
140) nos permitiu a identificagcado dos triterpenos presentes na mistura como

sendo o lupeol e a a-amirina.

O lupeol foi identificado através da presenga dos sinais caracteristicos
em 6 79,0; 150,9; 109,3 e 19,3 ppm, referentes, respectivamente, aos
carbonos C-3 (carbono carbindlico), C-20, C-29 e C-30. Além disso, foi
possivel também identificar os sinais referentes as metilas C-23, C-24, C-25,
C-26, C-27 e C-28 pelos sinais em 6 28,0; 15,3; 16,1; 16,0; 14,6 e 18,0 ppm,

respectivamente.

A a-amirina foi reconhecida pela presenga dos sinais em 6 79,0; 124,5
e 139,6 que se referem, respectivamente, a absor¢ao dos carbonos C-3
(carbono carbindlico), C-12 e C-13. De forma semelhante ao lupeol, também
identificamos os sinais caracteristicos de suas metilas através dos sinais em &
28,1; 15,6; 15,6; 16,9; 23,4; 28,1; 17,4 e 21, 3, referentes aos carbonos C-23,
C-24, C-25, C-26, C-27, C-28, C-29 e C-30 respectivamente.

A tabela 21 (Anexo A, p. 140) mostra todos os sinais caracteristicos de
RMN de "C dos triterpenos isolados comparando-os com os encontrados na
literatura [MAHATO E KUNDU, 1994; SOBRINHO et al., 1991].

A Figura 29 mostra a estrutura dos triterpenos lupeol e a-amirina. Vale
a pena mencionar que a o-amirina ja foi anteriormente isolada de uma

espécie de Kielmeyera, a K. pumila [NAGEM et al., 1988].
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Figura 29: Substancia 7: Lupeol e Substancia 8: a-amirina.

74



Avaliacao Tripanocida

e Lejshmanicion



ANDRADE, M. S. (2007)

4.3 TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA

Todos os extratos obtidos a partir das folhas, frutos e caule foram

submetidos aos ensaios de inibicao frente a enzima GAPDH de T. cruzi e

APRT de L. donovani. No entanto, somente as fragbes obtidas em maior

quantidade e grau de pureza foram submetidos a estes testes. Assim, a

Tabela 13 abaixo, mostra todas as amostras enviadas, com seus respectivos

cbdigos e descrigao.

Tabela 13: Relacdo das amostras enviadas para os testes frente a GAPDH e APRT.

Amostas

Descricao

ELFKC
ELFKH
FrKAE
FrKC
FrKRDM
FoKRM
FoH
FoC
FoA
FrH
FrC
FrA
CaH
CaC
CaA
FrH3
FrH4
FrHS
FrH6
FrH7

Extrato do Latex dos Frutos de Kielmeyera com Cloroférmio
Extrato do Latex dos Frutos de Kie/meyera com Hexano
Extrato dos Frutos de Kielmeyera com Acetato de Etila

Extrato dos Frutos de Kielmeyera com Cloroformio
Extrato dos Frutos de Kielmeyera com Diclorometano
Extrato Metanolico das Folhas de Kielmeyera
Particao Hexanica do Extrato Metanolico das Folhas
Particdo Cloroformica do Extrato Metandlico das Folhas
Particdo Acetato de Etila do Extrato Metandlico das Folhas
Particao Hexanica do Extrato Metanolico dos Frutos
Parti¢ao Cloroformica do Extrato Metanolico dos Frutos
Particdo Acetato de Etila do Extrato Metandlico dos Frutos
Particdo Hexanica do Extrato Metandlico do Caule
Particao Cloroformica do Extrato Metandlico do Caule
Particao Acetato de Etila do Extrato Metanolico do caule
Particdo Hexanica/Fragdo 3 do Extrato Metandlico dos Frutos
Particdo Hexanica/Fragdo 4 do Extrato Metandlico dos Frutos
Particao Hexanica/Fragao 5 do Extrato Metandlico dos Frutos
Particao Hexanica/Fragao 6 do Extrato Metanodlico dos Frutos

Particdo Hexanica/Fragdo 7 do Extrato Metandlico dos Frutos
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Tabela 13: Continuacéo

FrHS8
FrH9
FrH10
FrH11
FrH12
FrH13
FrH18
FrH19
FrH20
FrH21
FrCs
FrCeo
FrC7
FrC11
FrC12
FrC13
FrC14
FrC15
FoH6
FoH7
FoHS
FoH9
FoH10
FoH12
FoH13
FoH15
FoH16
FoH17
FoA4
FoAS
FoA7

Particao Hexanica/Fragao 8 do Extrato Metandlico dos Frutos
Particao Hexanica/Fragao 9 do Extrato Metanodlico dos Frutos
Particdo Hexanica/Fragdo 10 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particdo Hexanica/Fragdo 11 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particao Hexanica/Fracao 12 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particao Hexanica/Fracao 13 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particdo Hexanica/Fragdo 18 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particdo Hexanica/Fragdo 19 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particao Hexanica/Fracao 20 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particao Hexanica/Fracao 21 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particdo Cloroformica/Fragdo 5 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particdo Cloroformica/Fragdo 6 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particao Cloroféormica/Fracao 7 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particao Cloroférmica/Fragao 11 do Extrato Metandlico dos Frutos
Particdo Cloroféormica/Fragdo 12 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particdo Cloroformica/Fragdo 13 do Extrato Metanolico dos Frutos
Particao Cloroformica/Fracao 14 do Extrato Metandlico dos Frutos
Particao Cloroférmica/Fragao 15 do Extrato Metandlico dos Frutos
Particdo Hexanica/Fragdo 6 do Extrato Metandlico das Folhas
Particdo Hexanica/Fragdo 7 do Extrato Metandlico das Folhas
Particdo Hexanica/Fragdo 8 do Extrato Metandlico das Folhas
Particao Hexanica/Fragao 9 do Extrato Metanolico das Folhas
Particao Hexanica/Fragao 10 do Extrato Metanolico das Folhas
Particdo Hexanica/Fragdo 12 do Extrato Metanolico das Folhas
Particdo Hexanica/Fragdo 13 do Extrato Metanolico das Folhas
Particao Hexanica/Fragao 15 do Extrato Metanolico das Folhas
Particao Hexanica/Fragao 16 do Extrato Metanolico das Folhas

Particdo Hexanica/Fragdo 17 do Extrato Metanolico das Folhas

Particao Acetato de ctila/Fra¢do 4 do Extrato Metanodlico das Folhas

Particao Acetato de etila/Fracdo 5 do Extrato Metanolico das Folhas

Particao Acetato de etila/Fracao 7 do Extrato Metanolico das Folhas
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Tabela 13: Continuacéo

FoAS8
FoA9
FoA10
FoAll
FoA12
FoA13
FoAl4
FoC10
FoC11
FoC13
FoC20
FoC21
FoC22
FoC23
FoC27
FoC28
FoC32
FoC34
CaH7
CaHS8
CaH17
CaH18
CaH25
CaH26
CaC3
CaCl14
CaC15
CaC17
CaC18
CaC19
CaC20

Particao Acetato de etila/Fracao 8 do Extrato Metanolico das Folhas
Particao Acetato de etila /Fracao 9 do Extrato Metanolico das Folhas
Particdo Acetato de etila /Fracdo 10 do Extrato Metano6lico das Folhas
Parti¢ao Acetato de etila/Fragao 11 do Extrato Metanolico das Folhas
Particao Acetato de etila/Fracdo 12 do Extrato Metanolico das Folhas
Particao Acetato de etila/Fracdo 13 do Extrato Metanolico das Folhas
Particdo Acetato de etila/Fracdo 14 do Extrato Metandlico das Folhas
Particdo Cloroférmica/Fragdo 10 do Extrato Metanolico das Folhas
Particao Cloroféormica/Fracao 11 do Extrato Metanodlico das Folhas
Parti¢ao Cloroférmica/Fragao 13 do Extrato Metanolico das Folhas
Particdo Cloroformica/Fragdo 20 do Extrato Metanolico das Folhas
Particdo Cloroformica/Fragdo 21 do Extrato Metanolico das Folhas
Particao Cloroféormica/Fracao 22 do Extrato Metanodlico das Folhas
Parti¢ao Cloroférmica/Fragao 23 do Extrato Metanolico das Folhas
Particdo Cloroformica/Fragdo 27 do Extrato Metanolico das Folhas
Particdo Cloroformica/Fragdo 28 do Extrato Metanolico das Folhas
Particao Cloroféormica/Fracao 32 do Extrato Metanodlico das Folhas
Parti¢cao Cloroférmica/Fragao 34 do Extrato Metanolico das Folhas
Particdo Hexanica/Fragdo 7 do Extrato Metandlico do Caule
Particao Hexanica/Fragdo 8 do Extrato Metandlico do Caule
Particdo Hexanica/Fragdo 17 do Extrato Metanolico do Caule
Particao Hexanica/Fragao 18 do Extrato Metanolico do Caule
Parti¢ao Hexanica/Fragdo 25 do Extrato Metanolico do Caule
Particdo Hexanica/Fragdo 26 do Extrato Metanolico do Caule
Particdo Cloroformica/Fragdo 3 do Extrato Metanolico do Caule
Particao Cloroféormica/Fracao 14 do Extrato Metanolico do Caule
Parti¢ao Cloroférmica/Fragao 15 do Extrato Metanolico do Caule
Particdo Cloroformica/Fragdo 17 do Extrato Metanolico do Caule
Particdo Cloroférmica/Fracdo 18 do Extrato Metanolico do Caule
Particao Cloroféormica/Fracao 19 do Extrato Metandlico do Caule

Parti¢ao Cloroférmica/Fragao 20 do Extrato Metanolico do Caule
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Tabela 13: Continuacéo

CaC21 Parti¢ao Cloroférmica/Fragao 21 do Extrato Metanolico do Caule
CaC23 Parti¢ao Cloroférmica/Fragao 23 do Extrato Metanolico do Caule
CaC24 Particdo Cloroformica/Fracdo 24 do Extrato Metanélico do Caule
CaC26 Parti¢ao Cloroférmica/Fragao 26 do Extrato Metanolico do Caule

4.3.1 Aftividade Tripanocida dos Extratos e fragoes
obtidos através da inibicdo da enzima GAPDH de
Trypanosoma cruzi.

A figura 30 apresenta os resultados obtidos dos testes bioquimicos
frente a enzima GAPDH de T. cruzi, onde se observa que a particdo
cloroférmica (FrC) e acetato de etila (FrA), do extrato metandlico dos frutos,
foram as mais ativas, exibindo porcentagens de inibicdo igual a 89,3% e

98,7%, respectivamente.

188 m ELFKC

80 O ELFKH
Q O FrKAE
18 70
S 604 m FrKC
'é 504 m FrKDM
© 40 m FrH17
- 30 B FrA
S o0 B FrC

104 B FrC6

0-

Figura 30: Efeito dos extratos e fragbes obtidos dos frutos frente a enzima GAPDH

de T. cruzi.

Na figura 31 s&o apresentados os resultados obtidos do extrato
metandlico e das fragdes obtidas das Colunas Cromatograficas das particdes
acetato de etila e cloroférmica das folhas de K. rugosa. O extrato metandlico
apresentou inibicao de 89,5% (FKRM). No entanto, algumas fragdes obtidas
da Coluna Cromatografica da particdo acetato de etila apresentaram potencial
inibitério ainda maior, sendo elas: FoA4 (93,2%) FoA5 (99,4%) e FoAS8
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(90,2%). Estes resultados podem ser atribuidos a um aumento na

concentragcado da ou das substancias responsaveis pela inibicdo da enzima.

O FoKRM
o FoH17
90 11 O FoA4
@ FoAS
80 O FoA7
o 701 B FoAS
@ 60 | B FoA9
o @ FoA10
c 501 B FoAll
o | O FoA12
< 40 B FoA13
] 30 @ FoAl4
O FoC20
20 O FoC21
10 m FoC22
04 O FoC23
O FoC27
@ FoC32

Figura 31: Efeito dos extratos e fragbes obtidos da folhas frente a enzima GAPDH

de T. cruzi.

Na figura 32 sao apresentados os resultados obtidos das particoes
hexanica (CaH), cloroférmica (CaC) e acetato de etila (CaA) e das fragdes
obtidas das Colunas Cromatograficas das particdes hexanica e cloroférmica

dos caules de K. rugosa.

A particdo acetato de etila mostrou um alto valor de inibicdo, com um
porcentual de 99,4%. No entanto, observamos que todas as fragcdes testadas,
provenientes da Coluna Cromatografica das particbes hexanica (CaH) e
cloroférmica (CaC), ndo apresentaram porcentagens inibitorias significantes,

resultando em valores abaixo de 40%.
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W CaH
_ H CaC
100 99,4 O CaA
O CaH7
| W CaHs
80 B CaH17
O CaH18
B CaH25
60 I CaH26
@ CaC3
O CaCl4
40 @ CaCl5
m CaCl17
B CaCl8
20 O CaCl19
O CaC20
B CaC21
0 m CaC23
B CaC26

% de Inibicdo

Figura 32: Efeito dos extratos e fragbes obtidos do Caule frente a enzima GAPDH

de T. cruzi.

4. 3.2 Atividade Leishmanicida dos Extratos e fragoes
através da inibigdo da enzima APRT de Leishmania donovani.

Inicialmente é importante mencionar que todos os resultados obtidos
dos extratos, particdes e fragdes do caule de K. rugosa nao foram confiaveis,
pois a mistura reacional turvou ou absorveu no comprimento de onda usado
no teste. Tédo logo o protocolo deste teste seja mudado, enviaremos

novamente estas amostras para novos ensaios.

Na figura 33 sdo apresentados os resultados obtidos dos extratos
cloroférmico (FrKC) e acetato de etila (FrKAE) dos frutos (sem o latex), da
particdo hexanica e das fragdes obtidas da Coluna Cromatografica desta

particao dos frutos de K. rugosa.

As fragbes FrH1 (68,9%) e FrH2 (73,3%), obtidas da Coluna
Cromatografica da particdo hexanica, do extrato metandlico dos frutos,

apresentaram as melhores porcentagens de inibigao.
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Figura 33: Efeito dos extratos e fragbes obtidos dos frutos frente a enzima APRT de

Leishmania donovani.

Na figura 34 observamos os resultados obtidos do extrato metandlico
(FOKRM), da particdo hexanica (FoH) e das fracbes obtidas da Coluna
Cromatografica da particdo hexanica e cloroférmica das folhas de K. rugosa.

As fragdes FoC22 (79,9%), FoC23 (82,7%) e FoC34 (82,1%), obtidas

da Coluna Cromatografica da particao cloroférmica, do extrato metandlico das

folhas, apresentaram resultados bastante significativos.

100+

82,7

82,1
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O FoKRM
E FoH

@ FoH9
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0O FoC10
0O FoC13
0O FoC20
O FoC21
@ FoC22
B FoC23
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B FoC32
0O FoC34

Figura 34: Efeito dos extratos e fracbes obtidos das folhas frente a enzima APRT de

Leishmania donovani.
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E importante mencionar que muitas das amostras enviadas para os
testes, relatadas na Tabela 13, ndo estao descritas nos resultados mostrados
nas figuras acima, pois elas absorveram e/ou turvaram durante os ensaios
bioquimicos. Quando isso acontece os resultados obtidos n&o s&o confiaveis,

nao podendo ser, portanto, relatados.
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4.4 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

4.4.1 Composicdo Quimica do Oleo Essencial das Folhas

Kielmeyera rugosa encontrada no estado de Sergipe nao foi
previamente submetida a qualquer investigagdo quimica. Nesta parte do
trabalho, a composi¢cdo quimica dos volateis obtidas por hidrodestilagao das
folhas, flores e frutos desta espécie foi analisada por CG/EM, e identificadas

como mostrado na Tabela 14-p. 89.

Desta forma, no oleo essencial das folhas (Figura 36) foram
identificados 41 compostos, a maioria pertencendo a classe dos
sesquiterpenos ndo oxigenados. Os dez componentes majoritarios
identificados (Figura 35) constituem 65-71% do total do 6leo foram: (2)-3-
hexen-1-ol (3,2%), a-cubebeno (11-13%), a-copaeno (11%), B-cubebeno (5-
9%), B-cariofileno (9-13%), germacreno D (2-4%), cis-B-guaieno (3,3%), a-
selineno (6%), 6-cadineno (7-10,0%), 1-epi-cubenol (3-4%). A analise foi feita
em duplicata e ndo foram observadas mudangas significativas na composicéo

quimica, apenas uma pequena variagdo na abundancia relativa de alguns

compostos.
H
8—Cadineno a—Cubebeno a—Copaeno B~Cubebeno a-Selineno
(10,01%) (11-13%) (11%) (5-9%) (6%)
! on
Z
HO\/\=/\ - “H )
(Z2)-3-Hexen-1-o0l
(3,2%) B—Cariofileno Germacreno D Cis-B-Guaieno l—epi-Czlbenol
(9-13%) (2-4%) (3%) (3-4%)

Figura 35: Estrutura dos compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial das

folhas de Kielmeyera rugosa.
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Figura 36: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por CG/EM (coluna DB-5 30m)
do 6Oleo essencial das folhas de Kielmeyera rugosa. Condigées : 40° C(2 min.)-220°
C (4° C/min)-280° C (20° C/min). Injetor: 250° C, Detector: 280° C- Gas arraste: He —
1,6 mL/min.

As substancias identificadas, os dados de indices de retencdo e a
percentagem de cada substancia no respectivo 6leo estdo mostrados na
Tabela 14-p. 89.

4.4.2 Composicdo Quimica do Oleo Essencial dos Frutos

No cromatograma do oOleo essencial dos frutos (Figura 37) foram
identificados 32 compostos, a maioria destes pertencentes a classe dos
sesquiterpernos n&do oxigenados, com 9 compostos majoritarios (Figura 38)
constituindo 76-77% do total do dleo: d-valerolactona (1-9%), a-cubebeno (3-
4%), a-copaeno (10-11%), (E,E)-o-farneseno (2-9%), p-cariofileno (11-
16%), 1-epi-cubenol (1-4%), a-humuleno (3-5%), «-selineno (4-5%), & -
cadineno (23-32%). A andlise foi feita em duplicata e ndo foram observadas
mudancas significativas na composi¢cdo quimica, apenas uma pequena

variagao na abundancia relativa de alguns compostos.
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Figura 37: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por CG/EM (coluna DB-5 30m)
do oleo essencial dos frutos de Kielmeyera rugosa. Condig¢ées : 40° C(2 min.)-220° C
(4° C/min)-280° C (20° C/min). Injetor: 250° C, Detector: 280° C- Gas arraste: He —

1,5 mL/min.
(@) O
o

o—Cubebeno a—Copaeno p—Cariofileno 6-valerolactona ¢—Humuleno
(3-4%) (10-11%) (11-16%) (1-9%) (3-5%)
{ oH
N N NP
H H
a-Selineno 1-epi-Cubenol 8—Cadineno (E,E)-a-farneseno
(4-5%) (1-4%) (23-32%) (2-9%)

Figura 38: Estrutura dos compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial dos

frutos de Kielmeyera rugosa.

As substancias identificadas, os dados de indices de retencdo e a
percentagem de cada substéncia no respectivo 6leo estdo mostrados na
Tabela 14-p 89.
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4.4.3 Composigdo Quimica do Oleo Essencial das Flores

No cromatograma do 6leo essencial das flores (Figura 39) foram
identificados 25 compostos, a maioria destes pertencentes a classe dos
benzendides, com 3 compostos majoritarios (Figura 40) constituindo 92,7 %
do total do dleo: alcool benzilico (18,6%), 2-feniletanol (58,2%) e eugenol
(15,9%).

TIC 20025428

N . 1 N

. L LA N A aie s, AU B B S S B S B S R B S s R B B S e S S S R s o

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Figura 39: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por CG/EM (coluna DB-5 30m)
do 6leo essencial dos frutos de Kielmeyera rugosa. 40° C(2 min.)-220° C (4° C/min)-
280° C (20° C/min). Injetor: 250° C, Detector: 280° C- Gas arraste: He — 1,5 mL/min.

OH
T H2OH CH,CH,OH @OCW

CH,CHCH,

alcool benzilico 2-feniletanol eugenol
(18,6%) (58,2%) (15,9%)

Figura 40: Estrutura dos compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial das

flores de Kielmeyera rugosa.

As substancias identificadas, os dados de indices de retencdo e a
percentagem de cada substéncia no respectivo o0leo estdo mostrados na
Tabela 14.
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Tabela 14: Composi¢cao do percentual relativa do 6leo essencial das folhas, frutos e

flores de Kielmeyera rugosa.

Compostos IRa IRb Area (%)
(calc.) (lit.)
Folhas Frutos Flores
S1 S2 S1 S2 S1
1 Propanoato de etila 726 717 - - - 0.2
2 Acetato de n-propila 728 728 - - - 0.4
3 Alcool isopentilico 747 741 - - - 0.2
4 (2)-3-Hexen-1-o0l 853 859 32 3.0 0.5 2.8 -
5 n-Hexanol 867 871 - - 0.2 1.1 -
6 0- Valerolactona 954 958 - - 0.9 8.7 -
7 Alcool benzilico 1031 1032 tr - - - 18.6
8 (Z)- B-Ocimeno 1037 1037 - - 0.3 1.2 -
9 (E)- B-Ocimeno 1047 1050 - - 1.0 - -
10 Acetofenona 1063 1065 tr - 0.2 2.0 -
11 Acido Heptanoico 1071 - 0.2 - - - -
12 Linalool 1099 1097 0.2 - - tr -
13 n-Nonanal 1102 1101 0.2 - - tr -
14 2-Feniletanol 1113 1107 - - - tr 58.2
15 Acetato de Benzila 1162 1162 - - - - 0.1
16 Acido Octanoico 1169 1183 0.5 04 - - -
17  Butirato de (2)-3-Hexenila 1184 1186 0.3 - - - -
18 2-Decanona 1191 1192 tr - - - -
19 Salicilato de metila 1193 1192 tr - - - -
20 Acetato de 2-fenil etila 1255 1258 - - - - 0.4
21 (E)-2-Decenal 1260 1264 03 03 - - -
22 Acido Nonanoico 1267 1271 0.5 0.4 - - -
23 Alcool (E)-Cinamilico 1303 1304 - - - - 0.1
24 a-Cubebeno 1353 1351 129 10.8 42 3.4 -
25 Eugenol 1356 1359 - - - - 15.9
26 Ciclosativeno 1370 1371 - - 0.3 - -
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Tabela 14: Continuagéo

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

a-Copaeno
B-Bourboneno
-Cubebeno
Metil eugenol
Cipereno
a-Gurjuneno
B-Cariofileno
B-Gurjuneno
o-Guaieno
Aromadendreno
(E)-Isoeugenol
cis-Muurola-3,5-dieno
a-neo-Cloveno
o-Humuleno
Allo-aromadendreno
trans-Cadina-1(6),4-dieno
y-Muuroleno
Germacrene D
cis-Eudesma-6,11-dieno
B-Selineno
cis-p-Guaieno
y-Amorfeno
a-Selineno
a-Muuroleno
B-bisaboleno
(E,E)-a-Farneseno
o-Bulneseno
y-Cadineno
7-epi-o-Selineno

0-Cadineno

1379
1388
1393
1401
1403
1413
1423
1433
1441
1442
1447
1453
1453
1457
1465
1476
1479
1485
1487
1490
1494
1495
1499
1503
1509
1509
1509
1515
1522
1526

1377
1388
1388
1404
1399
1410
1419
1434
1440
1441
1451
1450
1454
1455
1460
1477
1480
1485
1490
1490
1493
1496
1498
1500
1506
1506
1510
1514
1522
1523

11.4
0.2
8.6

0.5
1.3
8.8
0.2
0.9

2.1
0.8

1.5
4.0

1.9
33

59

0.9
1.4
0.3

10.0

10.7
0.6
5.0

2.2
0.9
12.8
0.3
1.1

0.3
23
0.5

1.1
23

2.2
33

5.7

1.1
1.0
0.3
7.0

11.3

24

0.6
0.6
16.4
0.3

0.3

0.3

4.6

1.6
0.8
1.4

1.1
0.3
1.9

0.6

4.5
0.7

2.4

0.6

31.6

9.7

2.6
0.8

2.0
0.9

1.1

23.1

0.1
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Tabela 14: Continuagéo

57  trans-Cadina-1(2),4-dieno 1536 1535 0.9 1.2 0.7 0.7 -
58 a-Cadineno 1541 1539 1.6 2.2 0.3 - -
59 a-Calacoreno 1546 1546 - - 0.5 - -
60 Elemicina 1554 1557 - - - - 0.2
61 Germacreno B 1562 1561 0.7 0.8 - - -
62 (E)-Nerolidol 1563 1563 - - - - 2.0
63 Espatulenol 1581 1578 0.5 0.8 - - -
64 Oxido de cariofileno 1588 1583 1.0 1.6 - - -
65 Gleenol 1589 1587 - - 0.7 2.0 -
66 1-epi-Cubenol 1632 1629 33 3.7 1.3 4.3 0.1
67 Cubenol 1647 1647 23 2.7 0.3 3.3 -
68 o-Muurolol 1649 1646 0.6 0.6 - - -
69 (E)-Isoelemicina 1649 1649 - - - - 0.1
70 a-Cadinol 1658 1654 0.9 1.2 0.4 0.8 -
71 a-Bisabolol 1684 1686 - - - - 0.2
72 (2Z, 6E)-Farnesol 1698 1701 - - - - 0.1
73 (2E,2E)-Farnesol 1721 1725 - - - - 0.1
74 Benzoato de benzila 1765 1760 - - - - 0.6
75 B-Bisabolenol 1785 1790 - - - - 0.3
76 Miristato de isopropila 1826 1830 - 0.3 - 3.0 0.3
77  Acetato de (E,E)-Farnesila 1842 1847 - - - - 0.2
Derivados de Acidos Graxos 4,8+0,6 7,8+9,9 1.1
Hidrocarbonetos Monoterpenos 0,1+0,1 1,3+0,1 -
Hydrocarbonetos Sesquiterpenos 875+1,7 88,3 £10,5 33
Benzenoides tr 1,1+1,3 94,5

IRa - Indice de Retencéo calculado (de acordo com Van den dool & Kratz, 1963); IRb -
Indice de retengdo da Literatura (Adams, 1995) ; * tr = tragos (<0,1 %).

Como esperado, os perfis dos volateis das folhas, frutos e flores de K.

rugosa mostraram diferencgas tanto qualitativas quanto quantitativas. Contudo,

o perfil dos volateis das folhas e frutos apresenta similaridades, pois séo

caracterizados pela presenca de sesquiterpenos.

Por outro

lado, a
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composicao quimica do o6leo essencial das flores €& significativamente
diferente, apresentando o predominio de compostos do tipo benzendides
[ANDRADE et al., 2007].

Recentemente, NOGUEIRA et al. (2001) investigou a possivel
importancia taxonémica dos volateis florais das espécies, sugerindo que as
essencias florais podem refletir parcialmente as afinidades taxonémicas de
uma espécie. Assim, agrupando os componentes volateis das flores de K.
rugosa em classes diferentes, foi possivel observar que a abundancia relativa
dos compostos fornece um perfil (isoprenoides, 3,3%; derivado de acidos
graxos, 1,1%; benzendides, 94,5%) similar as das espécies de Clusia da
secao Criuva (C. criuva ssp. criuva e C. criuva ssp. parviflora). Espécies desta
secao oferecem podlen como recompensa floral para polinizadores, enquanto

que, outras espécies de Clusia oferecem resina floral.

Vale a pena mencionar que a predominancia de sesquiterpenos nao-
oxigenados de folhas (87,5 + 1,7%) e frutos (88,3 + 10,5%) de K. rugosa pode
ser de origem do latex, como revelada pelas analises por CG/EM da fragéo
apolar do latex dos frutos de 12 espécies de Clusia, particularmente C.
lanceolata (segao Phoianthera); enquanto uma percentagem muito baixa de
benzendides foi observada na fracdo apolar do latex dos frutos em apenas 2
espécies de Clusia [CAMARA, 2001].
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5. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Kielmeyera rugosa Choisy é inédito na
literatura, permitindo o isolamento de oito substancias, sendo elas: duas 4-
fenilcumarinas (1 e 3), quatro propilcumarinas (2, 4, 5 e 6) e dois triterpenos
(7 e 8).

Estudos fitoquimicos realizados com espécies de Kielmeyera de
Restinga (dunas) mostraram uma predominancia no isolamento de cumarinas
preniladas do tipo “4-fenil” e “4-alquil’, enquanto que para as espécies do

Cerrado, as xantonas predominam [CRUZ et al., 2002].

Considerando a predominancia no isolamento de cumarinas “4-fenil” e
“4-propil” em K. rugosa, nosso trabalho vem corroborar com estas
observacdes, uma vez que o espécime estudado foi coletado em area de

Restinga.

Os ensaios bioquimicos frente as enzimas GAPDH de T. cruzi e APRT
de L. donovani realizados com os extratos, particdes e fragdes obtidos de K.
rugosa, nos levam a crer que esta planta pode ser bastante promissora na
busca de compostos tripanocidas e leishmanicidas. Esta afirmagao pode ser
confirmada pelo numero de amostras que apresentaram atividade significativa
frente a GAPDH (nove amostras acima de 80% e sete entre 60-80%) e APRT

(duas amostras acima de 90% e seis entre 60-80%).

A caracterizagdo quimica dos volateis de K. rugosa representa o
primeiro caso reportado no género e 0os nossos resultados mostraram que ha
diferengas tanto qualitativa quanto quantitativas na composi¢cado dos volateis
das folhas, flores e frutos desta espécie. Assim, o perfil dos volateis de folhas
e frutos apresenta similaridades, sendo caracterizados pela presenca de
sesquiterpenos, enquanto que nos volateis das flores, os principais
componentes pertencem a classe dos benzendides. Desta forma, nossos
resultados corroboram a idéia de que os volateis florais possam desempenhar

um papel importante na taxonomia e em aspectos ecologicos em Clusiaceae.
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Transmitancia (%)

7. ANEXOS A
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Figura 41: Espectro de Absorgdo na Regido do Infravermelho (1V) (pastilha de KBr)

da substancia 1.
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Figura 42: Espectro de RMN de "H da substancia 1 (500 MHz, CDCl;).
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4y

2

o

Figura 43: Ampliagbes das regides d 5,5-7,5 ppm (1) e & 0,5-3,0 ppm (2) do

espectro de RMN "H da substéncia 1.
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Figura 44: Espectro de RMN de "°C da substéancia 1 (125,7 MHz, CDCl;).
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sergiosPaulo F-TIP-1scdc18 junt2safba
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FT size 65536

Total time 55 min, 33 sec
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Figura 45: Experimento DEPT 135° e 90° da substéncia 1.
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Figura 46: Mapa de correlacdo HSQC da substancia 1 (11 Tesla, CDCl3).
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Figura 47: Ampliagdo do mapa de correlagcdo HSQC da substéncia 1.
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Figura 48: Ampliagdo do mapa de correlacdo HSQC da substéncia 1.
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Figura 49: Mapa de correlagdo HMBC da substéncia 1 (11 Tesla, CDCl;).
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Figura 50: Ampliagdo do mapa de correlacdo HMBC da substancia 1.
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Figura 51: Ampliagdo do mapa de correlacdo HMBC da substancia 1.
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Figura 52: Espectro de Absorcdo na Regido do Infravermelho (pastiiha de KBr) da
substéncia 2.
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Figura 53: Espectro de RMN de "H substancia 2 (400 MHz, CDCI;).
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Figura 55: Espectro de RMN de >C da substéancia 2 (100 MHz, CDCl5).
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Figura 56: Ampliacdo do espectro de RMN de "*C da substéncia 2.
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Figura 57: Experimento DEPT 135° da substéncia 2 (100 MHz, CDCl;).
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Figura 58: Espectro de Absorgdo na Regido do Infravermelho (1V) (pastilha de KBr)

da substancia 3.
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Figura 59: Espectro de RMN de "H da substancia 3 (400 MHz, CDCls).
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Figura 60: Ampliagdo do espectro de RMN de 'H da substéncia 3.
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Figura 61: Espectro de RMN de >C da substéancia 3 (100 MHz, CDCl5).
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Figura 63: Ampliacdo do espectro de RMN de "*C da Substancia 3.
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Figura 65: Experimento DEPT 135° da substéancia 3 (100 MHz, CDCl;).
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Figura 66: Mapa de correlagdo COSY da substancia 3 (9,4 Tesla, CDCI3).
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Figura 67: Ampliagdo do mapa de correlacdo COSY da substancia 3.
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Figura 68: Ampliagdo do mapa de correlacdo COSY da substancia 3.
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Figura 69: Mapa de correlacdo HSQC da substancia 3 (9,4 Tesla, CDCl3).
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Figura 71: Ampliagdo do mapa de correlacdo HSQC da substéncia 3.
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Figura 72: Mapa de correlagdo HMBC da substéncia 3 (9,4 Tesla, CDClI;).
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Figura 73: Ampliagdo do mapa de correlacdo HMBC da substancia 3.
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Figura 74: Ampliagdo do mapa de correlacdo HMBC da substancia 3.
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Figura 75: Ampliagdo do mapa de correlacdo HMBC da substancia 3.
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Figura 76: Espectro de Absor¢do na Regido do Infravermelho (IV) (janela de KBr)

das substancias 4 e 5.
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Figura 77: Espectro de RMN de "H das substéncias 4

e 5 (500 MHz, CDCl;).
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Figura 78: Ampliagdo do espectro de RMN de "H das substancias 4 e 5.
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Figura 79: Ampliagdo do espectro de RMN de 'H das substancias 4 e 5.
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Anita/Paulo F.TIP-B/cdc1d fevlOaimGl

Pulse Sequence: sZpul
solvent: CDC13
Temp. 25.0 G s 238.1 K
yser: 1-14-87
File: fevlDajmC1
INOVA-500 “nmrsun®

Relax. delay 1.500 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.040 sec
widih 33955.9 Hz
20000 _repetitions
OBSERVE €13, 125.6355984 Hz
DECOUPLE H1, 499.3351633 MHz
Power 34 dB
continuously on
WALTZ-18 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 131072
Total time 14 hr. 9 min, 37 sec
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Figura 80: Espectro de RMN de "*C das substancias 4 e 5 (125,7 MHz, CDCI5).

Anita/Paulo F.TIP-B/cdc)3 abri2ajmD

Pulse Sequence: dept

solvent: cocl3

Temp. 25.0 C 7 298.1 K
File: abriZajmd
INOYA-500  “nmrsun“

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 90.0 degrees
cq. time 1.040 sec

] jons
OBSERVE C13, 125.6955957 MHZ
DECOUPLE H1, 499.8851633 MHz
Power 3

on during acquisition

of f_during delay

WALTZ-15 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 17 hr, 1 min, 20 sec
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Figura 81: Experimento DEPT 135° e 90° das substancias 4 e 5 (125,7 MHz,
CDCls).
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Figura 82: Mapa de correlagdo HSQC das substancias 4 e 5 (9,4 Tesla, CDCl3).
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Figura 83: Ampliacdo do mapa de correlagdo HSQC das substancias 4 e 5.
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Figura 84: Ampliagdo do mapa de correlagdo HSQC das substancias 4 e 5.
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Figura 85: Mapa de correlagdo HMBC das substancias 4 e 5 (9,4 Tesla, CDCI3).
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Figura 86: Ampliagdo do mapa de correlagcdo HMBC das substancias 4 e 5.
II
| T A M |
o
- [
4 = L
] 50
= = :
3 = = ‘—100
—3 o= = L
l" 150
3 = . [
I 200
- _ _l.mf"(”
— -_T _?_I - ..— - = T ‘-'J_' T - 1
7.00 6.50 6.00 550
ppm {f2)

Figura 87: Ampliagdo do mapa de correlacdo HMBC das substancias 4 e 5.
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Figura 88: Ampliagdo do mapa de correlacdo HMBC das substancias 4 e 5.
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Figura 89: Espectro de RMN de "H da substéncia 6 (400 MHz, CDCl;).
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Figura 90: Espectro de RMN >C da substancia 6 (100 MHz, CDCl;).
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Figura 91: Espectro de RMN de "H das substancias 7 e 8 (400 MHz, CDCl;).
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Figura 92: Ampliagdo do espectro de RMN de "H das substancias 7 e 8.
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Figura 93: Ampliagdo do espectro de RMN de 'H das substancias 7 e 8 (400 MHz,
CDCly).
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Figura 94: Espectro de RMN de >C das substéncias 7 e 8 (100 MHz, CDCl5).
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Figura 95: Ampliagdo do espectro de RMN °C das substéncias 7 e 8 (100 MHz, CDCl;).

(= Dmc

— 15mk

(— ome

— Sme

UL

T
PR ()

Figura 96: Ampliagdo do espectro de RMN °C das substéncias 7 e 8 (100 MHz, CDCl5).
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Tabela 15: Dados espectrais de RMN "H e "*C (CDCls; 9,4 tesla) da substancia 1.

H/C éc Exp. ou Exp. (ppm) éc Lit. on Lit. (ppm)
(ppm) (mult., int, J=Hz) (ppm) (mult., int, J=Hz)

2 159,6 - 159, 6
3 112,6 6,00 (s, 1H) 112,6 5,99 (s, 1H)
4 154,8 - 154,7
4a 102,2 - 102,2
5 164,4  14,81(s, 1H, 5-OH) 164,5 14,73 (s, 1H, 5-OH)
6 107,1 - 106,9
7 156,4 - 156,4
8 101,5 - 101,4
8a 158,1 - 157, 8
4 1155 6,90(d, 1H,9,9Hz) 1155 6,90 (d, 1H, 10 Hz)
5’ 126,3 564 (d, 1H,9,9Hz) 126, 5,60 (d, 1H, 10 Hz)
6’ 79,8 - 79,8
Te8 28,1 1,60 (s, 6H) 28,1 1,60 (s, 6H )
1” 206,7 - 206,7
2” 53,6 2,97 (d,2H, 6,9 Hz) 53,5 2,90 (d, 2H, 6.9 Hz)
3” 25,1 2,24 (m, 1H) 25,0 2,19 (m, 1H)
47 e5” 22,6 0,97(d, 6H, 6, 9 Hz) 22,6 0,94 (d, 6H, 6,7 Hz)
1 139,2 - 139,2
2 e6” 1271 7,32 (m, 2H) 127,1 7,30 (m, 1H)
3”e5”  127,6 7,42 (m, 2H) 127,5 7,40 (m, 2H)
4 128,2 7,42 (m, 1H) 128,1 7,40 (m, 2H)
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Tabela 16: Dados espectrais de RMN "H e "*C (CDCls, 9,4 tesla) da substancia 2.

H/C  &c Exp. ou Exp. (ppm)
(ppm) (mult., int, J=Hz)

2 159,5 -

3 109,3 6,00 (s, 1H)

4 162,0 -

4a 99,3 -

5 163,1 -

6 110,1 -

7 163,1 14,15 (s, 1H)

8 104,6 -

8a 157,3 -

2 92,8 4,85 (dd,2H, 9,2 ¢ 8,4 Hz)

3 26,5 2,82 (m, 1H)

4 71,4 -

5 26,1* *1,40 (s, 3H)

6 24,7* *1,28 (s, 3H)

1 210,4 -

2" 46,6 3,87 (m, 1H)

3™ 27,1 1,86 (m, 1H) e 1,65 (m,

1H)

4 11,6 0,96 (¢, 3H, J=7,4 Hz)
5 17,0 1,23 (d, 3H, 6,8 Hz)
1 37,6 2,83 (m, 2H)

2 22,6 1,63 (m, 2H)

13,9 1,03 (¢, 3H, 7,2 Hz)

*Intercambiaveis

oc Lit.
(ppm)

160,9
111,2
163,8
99,4
162,2
110,7
163,2
104,6
157,77
92,9
26,4

71,6
26,0
24,6
210,5
46,7
27,2

11,7
16,6
39,5
23,8
14,0

on Lit. (ppm)
(mult., int, J=Hz)

5,95 (s, 1H)

14,18 (s, 1H)

4,85 (1, 2H, 9,0 Hz)
2,87 (dd, 1H, 15,4 ¢ 8,9 Hz)
2,99 (dd, 1H, 15,4 € 9,7 Hz)

1,41 (s, 3H)
1,28 (s, 3H)

3,85 (m, 1H)
1,92 (m, 1H) e 1,50 (m, 1H)

0,99 (¢, 3H, 5,6 Hz)
1,23 (d, 3H, 8,0 Hz)
2,82 (m, 2H)
1,64 (m, 2H)
1,03 (¢, 3H, 6,4 Hz)
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Tabela 17: Dados espectrais de RMN "H e "*C (CDCls, 9,4 tesla) da substancia 3.

H/C dc Exp.
(ppm)
2 159.,5
3 112,8
4 156,2
4a 102,2
5 164,2
6 107,2
7 155,0
8 101,6
8a 158,1
4 115,5
5 126,4
6’ 80,0
*7 *28,2
*8’ *28,3
1” 205,4
27 48,5
3” 293
47 68,7
5” 17,2
| 139,1
27%e 67 127,1
3> e5” 127,9
4 128,2
1C 166,7
2C 117,7
3C 144.,9
4C 134,2
5Ce9C 127,6
6C e 8C 128,9
7C 130,4
*intercambiaveis

du Exp. (ppm)
(mult., int, J=Hz)
5,95 (s, 1H)
14,66 (s, 1H)
6,87 (d, 1H, 10,0 Hz)
5,62 (d, 1H, 10,0 Hz)
*1,58 (s, 3H)
*1,56 (s, 3H)
3,03 (dd, 1H, 7,6 ¢ 17,0 Hz)
3,26 (dd, 1H, 6,0 ¢ 17,0 Hz)
2,63 (m, 1H)
4,14 (d, 2H, 6,4 Hz)
1,06 (d, 3H, 6,8 Hz)
7,26 (m, 2H)
7,38 (m, 2H)
7,38 (m, 1H)
6,36 (d, 1H, 16,0 Hz)
7,61 (d, 1H, 16,0 Hz)
7,47 (m, 2H)
7,38 (m, 2H)
7,38 (m, 1H)

oc Lit.
(ppm)
159,9
113,4
156,8
102,8
164,8
107,9
155,5
102,2
158,7
116,1
127,0
80,7
28,8
28,7
206,0
49,1

30,0

69,3

17,8

139,8
127,6
128,2
128,8
167,3
118,4
145,5
134,9
128,6
129,5
130,9

ou Lit. (ppm)
(mult., int, J=Hz)
5,96 (s, 1H)
14,45 (s, 1H)
6,88 (d, 1H, 10,1 Hz)
5,64 (d, 1H, 10,01 Hz)
1,57 (s, 3H)
1,55 (s, 3H)

3,05 (dd, 1H, 7,3 e 17,0 Hz)
3,25 (dd, 1H, 6,1 ¢ 17,0 Hz)
2,65 (m, 1H)
4,16 (d, 2H, 6,1 Hz)
1,06 (d, 3H, 6,7 Hz)
7,26 (m, 2H)
7,38 (m, 2H)
7,38 (m, 1H)
6,38 (d, 1H, 16,0 Hz)
7,62 (d, 1H, 16,0 Hz)
7,46 (m, 2H)

7,38 (m, 2H)
7,38 (m, 1H)
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Tabela 18: Dados espectrais de RMN H (9,4 Tesla, CDCl;) das susténcias 4 e 5.

H

3

1’”

2”’

3”’

8u Exp. (ppm)
(mult., int, J=Hz)
Substancia 4
5,95 (s, 1H)
15,39 (s, 1H, 5-OH)
6,83 (d, 1H, 10 Hz)
5,64 (d, 1H, 10 Hz)
1,54 (s, 6H)
3,74 (m, 1 H)
1,45 (m, 2H)
0,92 (2, 3H, 7,5 Hz)
1,19 (d, 3H, 6,7 Hz)
2,94 (¢,2H, 7,5 Hz)
1,64 (m, 2 H)

0,92 (¢, 3H, 7,3 Hz)

dn Lit. (ppm)
(mult., int, J=Hz)
Substancia 4
5,99 (s, 1H)
15,29 (s, 1H, 5-OH)
6,90 (d, 1H, 10 Hz)
5,60 (d, 1H, 10 Hz)
1,56 (m, 2 H, H-2""")
3,72 (m, 1 H, H-2"")
1,40 (m, 2H, H-3"")
0,97 (¢, 3H, 7,3 Hz)
1,17 (d , 3H, 6,7 Hz)
2,89 (1, 2H, 7,5 Hz)
1,65 (m, 2H)

0,89 (¢, 3H, 7,5 Hz)

du Exp. (ppm)
(mult., int, J=Hz)
Substincia 5
5,95 (s, 1H)
15,39 (s, 1H, 5-OH)
6,83 (d, 1H, 10 Hz)
5,64 (d, 1H, 10 Hz)
1,54 (s, 6H)
2,97 (d, 2H, 6, 8 Hz)
2,27 (m, 1H)
0,98 (d, 3H, 6, 9 Hz)
0,98 (d, 3H, 6, 9 Hz)
2,94 (+,2H, 7,5 Hz)
1,64 (m, 2 H)

0,92 (¢, 3H, 7,3 Hz)

Oy Lit. (ppm)
(mult., int, J=Hz)
Substéncia 5
5,99 (s, 1H)
15,29 (s, 1H, 5-OH)
6,90 (d, 1H, 10 Hz)
5,60 (d, 1H, 10 Hz)
1,60 (s, 6H)
2,90 (d, 2H, 6,9 Hz)
2,19 (m, 1H)
0,94 (d, 6H, 6,7 Hz)
0,94 (d, 6H, 6,7 Hz)
2,89 (¢, 2H, 7,5 Hz)
1,65 (m, 2H)

0,89 (¢, 3H, 7,5 Hz)
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Tabela 19: Dados espectrais de RMN de e (11 Tesla, CDCI;) das susténcias 4 e 5.

éc Lit. (ppm) éc Lit. (ppm)

C oc Exp. (ppm) 6c Exp. (ppm)

Substancia 4 Substancia 4 Substancia 5 Substancia 5

2 160,0 159, 6 160,0 159, 6
3 110,3 110,1 110,3 110,1
4 159,4 159,2 159,4 159,2
4a 103,2 103,1 103,3 103,1
5 165,2 165,1 165,2 165,1
6 106,9 106,7 107,1 106,7
7 157,5 157,1 157,2 157,1
8 101,5 101,4 101,5 101,4
8a 155,0 154,9 155,0 154,9
4 115,7 115,5 115,7 115,5
5 126,2 126,1 126,1 126,1
6’ 79,6 79,5 79,6 79,5
Te8 28,1 27,9 28,2 28,2
1” 211,9 211,7 207,1 207,2
2” 46,6 46,5 53,6 53,6
3” 26,7 26,6 25,1 25,1
4” 11,8 11,7 22,6 22,6
5” 16,7 16,6 22,6 22,6
1’” 38,4 38,3 38,4 38,3
2 22,7 22,6 22,7 22,6
3 13,9 13,8 13,9 13,8
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Tabela 20: Dados espectrais de RMN "H e "*C (CDCls, 9,4 tesla) da substancia 6.

H/C oc on Exp. (ppm)
Exp. (mult., int, J=Hz)
(ppm)

2 160,9

3 110,1 6,01 (s, 1H)

4 159,6

4a 103,1

5 166,0 14,68 (s, 1H)

6 109,7

7 161,0 9,96 (s, 1H)

8 104,2

8a 159,5

r 28,7 2,80-2,99 (m, 1H)

3,15(ddl, 1H, 1,2 ¢ 13,2 Hz)

2’ 77,2 4,43 (m, 1H)
3 146,4

4 110,1 4,91 (s, 1H) e 5,02 (s, 1H)
s 18,5 1,87 (s, 3H)
1”7 206,2

27 53,5 3,24 (m, 2H)
3” 25,7 2,27 (m,1H)
4 22,6 0,98 (s, 3H)
5”7 23,0 0,98 (s, 3H)
> 38,9 2,98 (m, 2H)
2> 22,6 1,63 (m, 2H)
3 14,0 1,01(m, 3H)

*intercambiaveis

oc Lit.
(ppm)

160,5
109,6
160,1
103,2
164,4
107,4
161,5
104,6
1579
28,7

77,2

145.9
111,1
18,7
207,2
53,6

25,1

22,6

22,6

38,6

22,8

14,0

on Lit. (ppm)
(mult., int, J=Hz)

5,94 (s, 1H)

15,23 (s, 1H)

10,00 (s, 1H)

2,95-3,00 ( m, 1H)
3,26 (dd, 1H, 2,0 ¢ 15,0 Hz)
4,46 (1, 1H, 8,5 Hz)

4,90 (s, 1H) e 5,00 (s, 1H)
1,91 (s, 3H)

3,19 (d, 2H, 6,5 Hz)
2,31 (m, 1H)
0,94 (d, 6H, 6,7 Hz)
0,94 (d, 6H, 6,7 Hz)
2,97 (m, 2H)
1,65 (m, 2H)
1,02 (¢, 3H, 7,0 Hz)
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Tabela 21: Dados espectrais de RMN ">C (CDCI;, 9,4 tesla) da substancia 7(lupeol)

e 8 (a-amirina).

H/C dc Exp. (ppm) dc Lit. (ppm) dc Exp. (ppm) oc Lit. (ppm)
(lupeol) (lupeol) (0-amirina) (a-amirina)
1 38,8 38,7 38,8 38,7
2 27,5 27,4 27,5 27,2
3 79,0 78,9 79,0 78,3
4 38,9 38,8 38,8 38,7
5 55,4 55,3 55,3 55,2
6 18,3 18,3 18,3 18,3
7 34,4 34,2 33,0 32,9
8 40,9 40,8 40,0 40,0
9 50,5 50,4 47,8 47,7
10 37,2 37,1 37,2 36,9
11 21,0 20,9 23,4 23,3
12 25,2 25,1 124,5 1243
13 38,1 38,0 139,6 139,3
14 43,0 42,8 42,9 42,0
15 27,5 27,4 28,7 28,7
16 35,6 35,5 26,7 26,6
17 43,0 43,0 33,0 33,7
18 48,4 48,2 59,1 58,9
19 48,0 47,9 39,6 39,6
20 150,9 150,9 39,7 39,6
21 29,9 29,8 31,3 31,2
22 40,0 40,0 41,6 41,5
23 28,0 28,0 28,1 28,1
24 15,3 15,4 15,6 15,6
25 16,1 16,1 15,6 15,6
26 16,0 15,9 16,9 16,8
27 14,6 14,5 23,4 23,3
28 18,0 18,0 28,1 28,1
29 109,3 109,3 17,4 17,4
30 19,3 19,3 21,3 21,3
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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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