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RESUMO

Neste trabalho apresentamos os resultados sobre o estudo
fitoquimico da mangabeira, Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae). Na
primeira parte do trabalho foi investigada a composi¢do quimica dos volateis
das folhas e dos frutos variando-se o tempo de secagem e o estadio de
maturagdo, respectivamente. As analises através de CG-EM dos dleos
essenciais das folhas nos permitiu observar que ha mudancgas significativas
na percentagem relativa dos constituintes majoritarios quando se varia o
tempo de secagem. Desta forma, foi possivel verificar um decréscimo nas
percentagens dos alcoois como (E)-3-hexenol (68,6% nas folhas frescas;
13,3% apos 10 dias de secagem); enquanto houve um aumento significativo
no percentual dos monoterpenos oxigenados como geraniol (2,4% nas
folhas frescas; 54,7% apos 10 dias de secagem). J& nas anadlises da
composi¢cado quimica dos volateis dos frutos nos trés estadios de maturagéo
(verde, “de vez” e maduro), foi possivel verificar uma clara diferenciagéo na
proporcdo dos componentes principais, de acordo com o estadio de
maturagcdo. Assim, o aroma dos frutos verdes possui um teor maior de
monoterpenos oxigenados como o o6xido de cis-linalool, 6xido de trans-
linalool e linalool, enquanto a propor¢cao de ésteres, alcoois, aldeidos e
cetonas sao menores. Por outro lado, na composi¢ao quimica dos volateis
dos frutos maduros, observamos um predominio de ésteres, alcoois,
aldeidos e cetonas, enquanto a propor¢cao de monoterpenos oxigenados foi
bastante reduzida. Ja na composi¢cdo dos volateis dos frutos “de vez’,
verificamos proporgdes intermediarias tanto dos ésteres, alcoois, aldeidos e
cetonas quanto dos monoterpenos oxigenados como o 6xido de cis-linalool,
oxido de trans-linalool e linalool. Na segunda parte do trabalho, o estudo
fitoquimico do latex dos frutos de H. speciosa nos permitiu o isolamento e
identificacéo de 12 substancias: 3-p-O-hexadecanoato de lupeoila, 3-3-O-3’-
hidroxihexadecanoato de lupeoila, 3-p-O-9-octadecenoato de lupeoila, 3-p-
O-octadecanoato de lupeoila, 3-p-O-3’-hidroxioctadecanoato de lupeoila, 3-
B-O-3’-hidroxiicosanoato de lupeoila, 3-B-O-3’-hidroxidocosanoato de
lupeoila, 3-p-O-3’,5-diidroxiicosanoato de lupeoila, a-amina, B-amirina,
lupeol e a sacarose na sua forma peracetilada. A determinagao estrutural
das substancias foi baseada na analise dos dados espectrais de EM, IV e
RMN ('H, ®C e DEPT). Por fim, na terceira parte do trabalho, foram
realizados ensaios para verificagao de atividade biolégica com os extratos e
fracdes isoladas das varias partes da planta estudada.

Palavras-chaves: Apocynaceae; Hancornia speciosa; compostos volateis,

triterpenos, atividade biolégica.
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ABSTRACT

This work deals with the phytochemical study of mangaba, Hancornia
speciosa Gomes (Apocynaceae). The first chapter deals with the role of
volatile compounds from leaves and fruits. The effect of drying time on the
chemical compositions of volatile oils from leaves was investigated. Thus, it
was possible to verify that there is a decrease in the abundance of alcohols
such as (E)-3-hexenol (68.6% fresh leaves; 13.3% after 10 days of drying),
while the percentage of oxygen-containing monoterpenes such as geraniol
(2.4% fresh leaves; 54.7% after 10 days of drying) is increased. On the other
hand, the effect of the stage of maturity on the volatile components of
mangaba fruit was investigated at three different stages. The volatile
analyses showed an obvious difference, both in qualitative and relative
abundance, of major components, according to stage of maturity. Thus, it
became apparent that fruits at the initial stage (immature) present oxygen-
containing monoterpenes, such as (Z)-linalool oxide, (E)-linalool oxide and
linalool in a higher relative percentage, while esters, alcohols, aldehydes and
ketones were detected at low percentages. Nonetheless, esters, alcohols,
aldehydes and ketones predominated in the fruits at the final stage (mature)
while the percentage of oxygen-containing monoterpenes was very much
reduced. Finally, the volatile profile of the fruits at the intermediate stage
showed esters, alcohols, aldehydes and ketones like those found in mature
fruits, but at an intermediate percentage. In the same way, there was an
intermediate percentage of oxygen-containing monoterpenes as was also
observed in higher amounts in immature fruits. The second chapter deals
with isolation and structure elucidation of twelve compounds from the latex of
fruts of H. speciosa: 3-B-O-hexadecanoyl lupeol, 3-B-O-(3’-
hydroxyhexadecanoyl) lupeol, 3-B-O-(9-octadecenoyl) lupeol, 3-B-O-
octadecanoyl lupeol, 3-B-O-(3’-hydroxyoctadecanoyl) lupeol, 3-B-O-(3’-
hydroxyeicosanoyl) lupeol, 3-B-O-(3’-hydroxydocosanoyl) lupeol, 3-p-O-(3’,5'-
dihydroxyeicosanoyl) lupeol, a-amyin, B-amyrin, lupeol and sucrose
octaacetate. For structure elucidation of these natural compounds IR, EM
and NMR techniques ('H, *C, DEPT) were used. Finally, in the last chapter
the extracts and some fractions of H. speciosa were screened for their
biological activities in vitro.

Key words: Apocynaceae; Hancornia speciosa; volatile compounds,

triterpenes, biological activity.
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Estudo Fitoquimico de Hancornia speciosa Gomes

1. INTRODUCAO
1.1 PRODUTOS NATURAIS

1.1.1 Importancia

A utilizagcdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e
prevencado de doengas € uma das mais antigas formas de pratica medicinal
da humanidade, representando, durante séculos, a unica fonte de agentes
terapéuticos para o homem M.

No inicio do século XIX, com o desenvolvimento da quimica
farmacéutica, as plantas passaram a representar a primeira fonte de
substancias para o desenvolvimento de medicamentos. Atualmente, apesar
do grande desenvolvimento da sintese orgénica e de novos processos
biotecnolégicos, 25% dos medicamentos prescritos nos paises
industrializados sdo originarios de plantas e 120 compostos de origem
natural, obtidos a partir de cerca de 90 espécies de plantas estdo em uso
corrente. Portanto, o reino vegetal é responsavel pela maior parcela da
diversidade quimica conhecida e registrada na literatura segundo
HOSTETTMANN et al., 2003 (Figura 1).

9%

56%

6%

5%

BProdutos Sintéticos

BProdutos Biolégicos

OProdutos Naturais

ODerivados de P. Naturais

OP. Sintéticos modelados a partir de P. Naturais

Figura 1: Diferentes fontes de agentes terapéuticos



Estudo Fitoquimico de Hancornia speciosa Gomes

No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) divulgou que 65-80% da populagao dos paises em desenvolvimento
dependiam das plantas medicinais, como unica forma de acesso aos
cuidados basicos de saude. Sendo assim, os produtos naturais vém
recuperando espacgo e importdncia na industria farmacéutica como fonte
inspiradora de novas moléculas biotivas .

Alguns fatores que contribuiram para esse interesse foram: a falta de
acesso de uma parcela significativa da populagdo mundial aos tratamentos
farmacolégicos convencionais, 0 uso da medicina popular e a consciéncia
ecoldgica, além do uso incorreto de drogas sintéticas e seus efeitos

colaterais.
1.1.2 Brasil: Biodiversidade

O Brasil é considerado o pais com maior biodiversidade no planeta,
com ca. 55.000 espécies nativas distribuidas nos seis biomas (22% de todas
as angiospermas do planeta). O estado de Sergipe (Figura 2) é
caracterizado nao s6 por vegetacao tipica de caatinga, mas também por
remanescentes de mata atlantica (incluindo os mangues e as restingas),
com muitos elementos do cerrado do Brasil Central e vegetagdo de campos
rupestres ainda pouco explicada. Nestes ambientes, encontram-se plantas
de reconhecida atividade bioldgica pela populagao local, bem como espécies
de ocorréncia endémica, algumas ainda desconhecidas pela ciéncia, tanto

do ponto de vista botanico, quimico, farmacolégico e econémico .
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Figura 2: Estado de Sergipe

Esses aspectos, aliado a degradacdo dos ecossistemas, estimulam
pesquisas em produtos naturais e tornam urgente o estabelecimento de
programas para promover o levantamento desta riqueza nativa, na busca de
contribuir, efetivamente, para o desenvolvimento auto-sustentavel da regiao,
oferecendo ao Estado uma alternativa de elevado potencial econémico.

Nos ultimos anos, o numero de alimentos que possuem beneficios
potenciais para a saude tem apresentado um acelerado crescimento em
todo o mundo. Pesquisas recentes tém confirmado o que naturalistas
acreditam ha muito tempo: existem ingredientes especificos nos alimentos
que apresentam importantes atividades biolégicas no organismo, além do
aspecto nutricional.

As frutas sao largamente conhecidas pela sua importancia alimentar.
Elas sdo excelentes fontes de nutrientes, principalmente vitaminas e sais
minerais. Além destes nutrientes, muitas frutas apresentam substancias com
acao medicinal, e seu uso como medicamento € um habito utilizado pela
humanidade ha mais de 5.000 anos . Algumas destas frutas ja apresentam
confirmacao cientifica de seus efeitos terapéuticos, outras estdo em fase de

pesquisa e existem ainda, aquelas que, apesar de nao haver comprovagao
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cientifica, nem estar em fase de pesquisa, através do conhecimento popular,
sdo amplamente utilizadas pelas populagdes .

Um estudo sobre a composicdo quimica dos frutos e do latex de
algumas espécies abundantes na regido Nordeste, vem de encontro aos
objetivos de conhecer o potencial deste recurso natural renovavel para
futuros programas de exploragao auto-sustentavel da diversidade bioldgica
das plantas dos estados, uma vez que os resultados de pesquisas nesta
area podem ter aplicacédo nas industrias de alimentos, farmacos, perfumes e

cosmeéticos.

1.2 FAMILIA APOCYNACEAE

1.2.1 Ocorréncia e Distribuigdo

A familia Apocynaceae (Subfamilia: Willughbecae) é constituida de
ca. 415 géneros e 4555 espécies, ocorrendo principalmente em climas
tropicais e temperados. No Brasil ela esta representada em cerca de 41

(6]

géneros e 376 espécies ™, onde as plantas pertencentes a esta familia

caracterizam-se principalmente pela producéo de latex .

1.2.2 Propriedades farmacologicas de algumas espécies da

familia Apocynaceae

As plantas pertencentes a familia Apocynaceae s&o conhecidas,
principalmente pelo seu potencial medicamentoso !, sendo caracterizada
pela presenga de alcaldides em varias espécies; e algumas delas com ampla
utilizagdo na medicina tradicional . Alguns exemplos de espécies de
Apocynaceae conhecidas e seus usos “populares” ®'¥ sd0 mostrados na
Tabela 1:
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Tabela 1: Algumas espécies de Apocynaceae e seus usos “populares”

Espécie Atividade Farmacologica Referéncia
Adenium Dores nas articulagdes, 8
arabicum Ferimentos e Infecgdes cutaneas
Carissa edulis Antiescorbutica, Adstringente e 8
Antitérmica
Catharanthus Digestiva, Hipotensiva, Laxante, 8
roseus Sedativa, Analgésica, Diabetes e

Anticancerigena

Nerium oleander Infecgbes cutaneas
Rhazya stricta Antibacteriana e Antitérmica
decne
Holarrhena Antibacteriana 8
pubescens
Kopsia griffithii Antileishamanicida 9
Aspidosperma Antileishamanicida 10
ramiflorum
Alstonia sclolaris Antiplasmaddica 11
Voacanga Antiulcerogénica 12
africana
Picralima nitida Antimicrobiana 13
Himatanthus Antiinflamatéria e Analgésica 14

sucuuba
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1.3 HANCORNIA SPECIOSA GOMES (MANGABEIRA)

1.3.1 Caracteristicas Etnobotanicas "

A Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae) conhecida
popularmente como “mangabeira” € uma planta perenifélia de clima tropical,
ocorrendo, sobretudo, em areas de vegetagdo aberta, com temperatura
meédia ideal entre 24 e 26°C. Os solos nos quais se desenvolve sado pobres e
arenosos, predominantes na regido do Cerrado e Tabuleiros Costeiros.
Apresenta frutos aromaticos, saborosos e nutritivos, com ampla aceitacao de
mercado, tanto para o consumo in natura, quanto para a industria. Apesar
disso, pelo fato da cultura continuar sendo mantida no habitat natural, sua
exploracao é feita de modo extrativista, sendo quase inexistentes as areas
onde se pratica o cultivo sob o uso de técnicas agricolas. Sua distribuigdo
ocorre nas regides Centro-Oeste, Sudeste, Norte e Nordeste, onde o estado
de Sergipe é um de seus maiores produtores nacionais ['°!,

Hancornia speciosa Gomes é classificada da seguinte forma:

Familia: Apocynaceae

Subfamilia: Willughbecae

Grupo: Eudicotiledoneas

Ordem: Gentianales

Género: Hancornia

Espécie: speciosa

A Hancornia speciosa Gomes é uma planta arborea de porte médio,
possuindo de 2 a 10 m de altura, podendo chegar a até 15 m, dotada de
copa irregular, tronco tortuoso, bastante ramificado e aspero; ramos lisos e
avermelhados, exsudando latex em toda a sua extensdo "> . A casca da
arvore é escura e fendilhada; suas folhas sao opostas, simples, pecioladas,
inteiras, oblongas, agudas, coriaceas, brilhantes e glabras; sua
inflorescéncia possui de 1 a 7 flores perfumadas e de coloragdo branca
(Figura 3). Seus frutos (Figura 4) do tipo baga sao elipsdides ou

arredondados, com 2,0 a 6,0 cm de comprimento, exocarpo amarelo, com
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manchas avermelhadas, polpa carnoso-viscosa, acida, bastante doce com
aroma bastante agradavel e cheios de suco leitoso quando verdes, contendo
geralmente de 2 a 15 sementes discoides, com 7 a 8 mm de diametro,

castanho claras, delgadas e rugosas [15-171
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Figura 3: Foto do espécime estudado e detalhes de sua inflorescéncia
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Figura 4: Frutos e Sementes de Hancornia speciosa Gomes

1.3.2 Propriedades Farmacoldgicas de Hancornia speciosa

Gomes

Algumas partes da planta tém aplicagdo na medicina popular, como o
suco leitoso do fruto e o latex que sao usados como medicamento caseiro
para tratamento de tuberculose, Ulcera, dermatose, verrugas, hematomas,
inflamacdes diversas, diarréia e herpes. O cha das folhas é usado para
amenizar célicas menstruais '® e no combate a gripe. A casca da arvore
possue propriedades adstringentes, cura doencas internas protege os
pulmdes, figado e também serve para tratamentos de perda de peso; o
decocto da raiz é usado no tratamento de luxacdes e hipertensdo. A arvore

¢ ainda, melifera e ornamental '],

1.3.3 Aspectos Nutricionais *'"

A mangaba, o fruto de Hancornia speciosa Gomes (mangabeira), é
constituido de polpa (77%), casca (11%) e semente (12%). No entanto,
apenas a polpa assume posicao de destaque no aspecto comercial, por
apresentar um bom valor nutritivo, com teor protéico (0,7 g/100 g de polpa)

superior ao da maioria das espécies frutiferas ['®!,
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O fruto é rico em diversos elementos e, em sua composicao,
encontramos as vitaminas A, B4, B> e C, além de ferro, fosforo e calcio
(Tabela 2). O elevado teor de ferro (28 mg/100 g de polpa) no fruto faz com
que a mangaba seja uma das frutas mais ricas neste nutriente, além de ser
uma fonte de acido ascoérbico (vitamina C). Dai a importancia atribuida a ela
na cura de algumas doencas e, em particular, contra a gripe ['").

O valor energético, em cada 100 g de fruta, € de 43 calorias. Altos
conteudos de sélidos soluveis totais associados a elevada acidez, além do
paladar exdtico, conferem a mangaba um sabor muito apreciado pelos

consumidores.

Tabela 2: Composi¢do quimica da mangaba em 100 g de polpa !'”}

Metabdlitos primarios Quantidade
Glicidios 10,50 g
Proteinas 0,700 g

Lipidios 0,300 g
Calcio 41,00 mg
Fosforo 18,00 mg
Ferro 2,800 mg
Vitamina A 30,00 mg
Calcio 41,00 mg
Fosforo 18,00 mg
Vitamina B 40,00 mg
Vitamina B; 40,00 mg
Vitamina C 33,00 mg
Niacina 0,500 mg

10
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1.3.4 Potencial Economico

A mangabeira € uma planta tipicamente tropical, nativa do Brasil, que
possui grande potencial para exploracdo econdémica, apesar dos poucos
estudos realizados "89],

O potencial para o aproveitamento da mangaba é bastante variado,
entretanto, apenas os frutos apresentam um valor comercial significativo. No
Nordeste, € uma das mais requisitadas produtoras de matéria-prima para a
industria entre as frutas nativas dessa regido, devido ao excelente aroma e
sabor dos seus frutos, sendo utilizada, sobretudo, para a fabricacdo de
sucos e polpas congeladas.

Além dessas formas de utilizacao, o fruto da mangabeira é consumido
in natura e utilizado para a fabricagdo de doces, compotas, geléias, licores,
xaropes, vinhos e vinagres. Por apresentar propriedades de agregagao e
retencdo de sabor, a mangaba é particularmente usada na fabricagdo de
sorvetes sendo esse processamento feito por pequenas empresas % e
também por uma grande empresa produtora de sorvetes da regido Nordeste;
constituindo desta forma, um potencial econémico para o estado de Sergipe.

Os frutos comercializados sdo, em sua grande maioria, provenientes
de atividade extrativista, onde inumeras familias tém na colheita e
comercializacdo da mangaba uma importante fonte de renda durante parte
do ano. Esse fato vem se tornando bastante preocupante devido a crescente
devastagao da vegetagao nativa, resultado principalmente de desmatamento
e especulagao imobiliaria, que causa a diminuicdo da quantidade de plantas
com o decorrer do tempo ',

O mercado para esta fruta encontra-se, principalmente, nas regides
Norte e Nordeste do Brasil. Em Sergipe, a mangaba é uma das frutas mais
abundantes e procuradas nas feiras livres, atingindo preco superior ao da
uva e de outras frutas nobres. Os frutos sdo delicados e de paladar
saboroso, sendo consumidos diretamente ao natural e, atualmente, ja ocorre
a comercializagdo em supermercados, em bandejas de isopor revestidas
com filme de PVC com capacidade para 500g %2,

Uma das principais preocupagdes dos produtores de frutas da regiao

Nordeste do Brasil é a agregacédo de valor as fruteiras regionais, que séo

11
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geralmente produzidas em regime extrativista. Todavia, atraem cada vez
mais interesse e cujo potencial de mercado cresce a cada dia devido a
busca de diversificacdo da oferta. Em virtude da necessidade de um maior
conhecimento sobre a mangabeira, alguns estudos estdo sendo iniciados
por grupos de pesquisa buscando a qualidade e conservagao pés-colheita
de mangaba, objetivando complementar as pesquisas realizadas sobre
técnicas de propagacao e cultivo, de modo que, uma vez implantados os
pomares, os produtores estejam prontos a colocar os frutos no mercado em
condicdes competitivas de qualidade e vida util #2.

Apesar dos varios estudos fitoquimicos existentes sobre
Apocynaceae, poucos estédo relacionados com a composi¢cdo quimica dos
frutos e do latex ['®!] sendo este trabalho o primeiro relato sobre o isolamento
de metabdlitos secundarios em Hancornia speciosa Gomes.

Portanto, acreditamos que o conhecimento quimico e bioquimico dos
metabdlitos presentes na mangabeira (latex dos frutos, frutos, folhas e
ramos) e seu emprego como medicamento poderia ser uma alternativa para

agregar valor ao produto e melhorar a renda dos produtores da regiao.

1.4 Revisdo da literatura

Em nosso levantamento bibliografico sobre Hancornia speciosa
Gomes, encontramos apenas um estudo fitoquimico publicado por nos [23],
que trata da analise dos componentes volateis dos frutos de Hancornia
speciosa Gomes através da hidrodestilagdo mostrando que os componentes
principais variam de acordo com o estadio de maturacdo. Sobre esta espécie
também sao conhecidos os dados sobre a composicdo de metabdlitos
primarios #*?! e recentemente saiu um trabalho relatando a atividade
antimicrobial de Hancornia speciosa Gomes [%°!.

Com relacdo a quimica do latex desta espécie, apenas foram
encontrados trabalhos sobre seu aproveitamento como borracha #7%,
Varios foram os trabalhos encontrados que tratavam do isolamento e

identificacdo de metabdlitos secundarios de varias partes das plantas dos

12
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outros géneros desta familia; destacando-se os estudos fitoquimicos sobre a
Parahancornia amapa (Apocynaceae) 728!,

A Hancornia € um género de uma unica espécie, no entanto a
parahancornia € a espécie quimiotaxonomicamente mais préxima dela. A
Parahancornia amapa ocorre na regidao amazénica, especialmente no estado
do Amapa, onde a arvore é conhecida como “amapa” ou “amapazeiro”,
sendo suas cascas e latex utilizados na medicina popular como toénico e
anti-sifilis. Sobrinho et al., 1991 e Carvalho et al., 2001 identificaram varios
triterpenos a partir da casca, do latex e das raizes desta espécie,
semelhantes aos que foram isolados em nosso trabalho, tais como: lupeol
(1), ésteres 3-B-O-acil lupeol (3, 4, 4A, 5, 5A, 5B), B-amirina (6), a-amirina
(8), e seus derivados acetilados (2, 7, 9), p-sitosterol (10), estigmasterol (11)

37,38
) 738

e B-sitosterona (12 Figura 5).

13
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Figura 5: Principais compostos isolados em Parahancornia amapa 1" 3!

Os triterpenos pentaciclicos isolados em nosso trabalho sao
comumente encontrados em uma variedade de produtos naturais, porém
apresentam um vasto espectro de atividades bioldgicas, destacando-se as
atividades analgésicas e as antiinflamatorias 2949,

O lupeol é um triterpeno comum em muitos frutos e plantas medicinais
e que pode apresentar as mais variadas atividades bioldgicas como:
antiinflamatdria, antitumoral, antimicrobial, gastroprotetora e

antiplasmaddica #'4°,

14
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As amirinas, por sua vez, apresentam atividade antiturbeculose,
antiinflamatoria, antifungica, analgésica, antimicrobial, dentre muitas

[46-51 E importante mencionar que a literatura descreve

outras atividades
dentre as varias atividades biolégicas apresentadas por triterpendides,
principalmente a atividade antiinflamatoria associada a a-amirina, £
amirina, lupeol e seus ésteres, como no caso dos triterpenos previamente
isolados das cascas do caule de Alstonia boonei, a citar: o lupeol (13),
palmitato de 3-lupeloila (14) e linoleato de 3-lupeloila (15) (Apocynaceae),

onde se comprovou a presenca de atividade antiartritica ®? (Figura 6).

A

O

(92, 122) NO
13

(19 1) 15)

Figura 6: Compostos isolados em Alstonia boonei %

Em um outro trabalho, o lupeol (13) e o seu éster linoleato de lupeloila
(15) sao citados, como sendo o0s responsaveis pelas atividades:
antiinflamatdria, antinoceptiva, antipirética e ulcerogénica ™ (Figura 6).
No trabalho em questao tais compostos foram comparados com o farmaco
indometacina (NSAID), usado no tratamento contra artrite, como controle,
mostrando que os mesmos possuem efeito similar ao que € produzido por
esta droga.

Em relacdo ao estudo do latex, foi encontrado um trabalho que trata
do estudo quimico e biolégico do latex de Himatanthus sucuuba
(apocynaceae), de onde foram isolados alguns triterpenos: acetato de
lupeloila, a-amirina e cinnamatos do lupeol, sendo estes ultimos os que
apresentaram atividade antiinflamatoria [,

Também foi avaliado o potencial anti-ulcerogénico do extrato
metandlico das cascas de Voacanga africana (apocynaceae) in vivo em

varios tipos de Ulceras induzidas ", O extrato metandlico testado ofereceu

15
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significante citoprotecdo (40-63%) na mucosa estomacal (protecao
gastroprotetora) dos ratos experimentados. Alguns outros trabalhos sobre
Hancornia speciosa tratavam de estudos a respeito da germinagcéo e

propagacao dessa planta P?+°°!,

2. OBJETIVO GERAL

+ Gerar conhecimento quimico e bioquimico dos metabdlitos presentes

na mangabeira (latex dos frutos verdes, frutos e folhas).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Estudo dos componentes volateis das folhas e frutos de Hancornia
speciosa Gomes;

+ Estudo fitoquimico do latex dos frutos, dos frutos em diferentes
estadios de maturacdo, das folhas e ramos de Hancornia speciosa
Gomes;

+ Investigacdo da atividade bioldgica dos extratos, das fracdes e das

substancias isoladas de Hancornia speciosa Gomes;

16
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Parte I Eestudo dos Componentes Volateis das Folhas e

dos Frutos de Hancornia speciosa Gomes.

17
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Parte I: Estudo dos Componentes Volateis das Folhas e dos

Frutos de Hancornia speciosa Gomes

1. OLEO ESSENCIAL

Oleos essenciais de plantas sdo constituidos por moléculas organicas
volateis de aproximadamente 300 daltons e, em geral, compreendem
misturas de varias classes de produtos naturais, principalmente terpendides
(especificamente  monoterpenos-C1o e  sesquiterpenos-Ci5, embora
diterpenos-C;,y possam também estar presentes). De acordo com a familia
as quais pertencem, as diversas espécies de plantas acumulam esses
elementos volateis em o6rgdos anatdbmicos especificos, os quais estdo
associados a varias fungdes necessarias a sobrevivéncia do vegetal em seu
ecossistema, exercendo um papel fundamental na defesa contra
microrganismos e predadores, e também na atragcdo de insetos e outros

agentes polinizadores ",

As investigagcbes das propriedades antimicrobianas, seu modo de
acao e potencial uso dos 6leos volateis de plantas tiveram o impeto
recentemente recuperado. Os estudos da avaliagdo da atividade bioldgica
dos Oleos essenciais de algumas espécies de plantas revelaram que
algumas delas exibem atividades interessantes tais como inseticida,
antibacteriana, antifungica, antituberculose, espasmolitica e antiplasmaddica.
Sem duvida que os dleos essenciais encontram sua maior aplicagdo como
agentes antimicrobianos, e os estudos nesta area mostram, claramente, seu
potencial em procedimentos meédicos e aplicagbes nas industrias de
cosmético, alimentacéo e farmacéutica 7).

Numa analogia ao papel dos terpendides nas plantas, as pesquisas
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.

18
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Neste trabalho, estudamos a composi¢gdo quimica dos compostos
volateis das folhas e dos frutos de Hancornia speciosa Gomes (a

mangabeira).

2. Obtengdo do Material Vegetal

As folhas de Hancornia speciosa Gomes estudadas foram coletadas
as 11 horas da manha no més de novembro de 2005 em pomares na regiao
de Abais - Municipio de Estancia- SE como também de um espécime no
Conjunto Augusto Franco, Aracaju-SE.

Os frutos de Hancornia speciosa Gomes foram coletados as 10 horas
da manha entre os meses de margo e abril de 2003 em pomares na regiao
de Abais - Municipio de Estancia- SE, como também adquiridos no mercado

municipal de Aracaju-SE.

3. Obtengdo dos Compostos Volateis

Os compostos volateis das folhas de Hancornia speciosa Gomes
(214,1 g) foram obtidos tanto com as folhas frescas como também variando-
se o tempo de secagem a temperatura ambiente: 1, 2, 5 e 10 dias. Os
compostos volateis dos frutos de Hancornia speciosa Gomes (500 g) foram

obtidos em seus trés estadios de maturagao: verdes, “de vez” e maduros.

O método de extracdo utilizado foi a técnica de hidrodestilagéo,
utilizando aparelhagem do tipo Clevenger (Figura 7). Nesta técnica, o frasco
contendo o material (folhas ou frutos) triturado foi inicialmente preenchido
com agua (1L) e depois aquecido até a temperatura de ebulicdo da mesma
por cerca de 3 horas. Desta forma, que os compostos volateis arrastados
pelo vapor foram posteriormente condensados com a agua, e os compostos

volateis foram extraidos da agua com diclorometano (CH,Cly).
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Figura 7: Aparelhagem do tipo Clevenger

A fase orgénica foi seca com Na,SO, anidro e o solvente foi

concentrado em fluxo de N2 e mantido sob refrigeragao até analise por CG-

EM.

4. Andlises dos Compostos Volateis

As analises dos compostos volateis foram realizadas através de CG-

EM empregando-se um Cromatégrafo Shimadzu modelo QPS5050A,

equipado com uma coluna capilar de silica fundida J&W Scientific DB-5 (30

m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 mm de espessura

do filme). Hélio foi usado como gas de arraste (1,2 mL.min™"). O volume

injetado das amostras, adequadamente diluidas foi 1,5 uL e as condi¢des

empregadas foram: 40°C, 4° C.min™', 220°C para a andlise dos compostos

volateis das folhas e 40°C por 2 min, aumentando até 220°C a 4°C. min,

entdo aquecida até 280°C a 20°C/min para a analise dos compostos volateis

dos frutos. As temperaturas do injetor e detector foram 250°C e 280°C,
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respectivamente. O espectrometro de massas operou com velocidade de
0,84 sc:ans.seg'1 na faixa de m/z 40-550.

Os indices de retencao foram obtidos co-injetando a amostra do 6leo
com uma mistura de C1o-C24 de hidrocarboneto linear; indice de retencéo de
700 a 999 foram obtidos por extrapolagdo. A percentagem de cada
componente foi determinada pela area do componente dividida pela area
total de todos os componentes presentes na mistura.

A identificagcdo 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 espectros de
massas do sistema CG-EM (NIST107 e NIST21) e com outros espectros de

massas da literatura .

Tr —Tr
IR =100ix —%*— " L 100N

Tryp — Trygy

onde:

Try = Tempo de retengdo do composto problema

Trua = Tempo de retengao do Hidrocarboneto anterior

Tryp = Tempo de retengao do hidrocarboneto posterior

N = Numero de carbonos do hidrocarboneto posterior

i = Diferenga entre 0 numero de carbono dos hidrocarbonetos

anterior e posterior
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Andlise dos compostos volateis das folhas de Hancornia
speciosa Gomes frescas como também variando-se o tempo

de secagem a temperatura ambiente: 1,2, 5 e 10 dias

A analise dos compostos volateis das folhas variando-se o tempo de
secagem a temperatura ambiente nos permitiu verificar que ha variagdes
tanto no rendimento quanto na composigdo quimica dos componentes
(Tabelas 3 e 4) (Figuras 8 e 9). Desta forma, foi possivel verificar um
decréscimo nas percentagens dos alcoois como (E)-3-hexenol (68,6% nas
folhas frescas para 13,3% apo6s 10 dias de secagem); enquanto houve um
aumento significativo no percentual dos monoterpenos oxigenados como
geraniol (2,4% nas folhas frescas para 54,7% apo6s 10 dias de secagem a

temperatura ambiente) (Figura 10).

Tabela 3: Rendimentos dos o6leos essenciais obtidos das folhas de

Hancornia speciosa Gomes

Folhas Rendimento médio (%)
Frescas 0,1413

12 dia de secagem 0,2913

22 dia de secagem 0,3440

52 dia de secagem 0,7811

102 dia de secagem 0,6205
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10 dias: 13,3%

10 dias: 4,5%

E
N OH
OH
NN\
E CHs3(CH,)s0H
(E)-3- hexenol 1-hexanol OH
frescas: 68,6% frescas: 20,3% Geraniol ol
1 dia: 59,7% 1 dia: 19,9% frescas: 2,4% o-terpineo
2 dias: 48,7% 2 dias: 6,9% 1 dia: 8,4% frescas: 0,5%
5 dias: 13,4% 5 dias: 4,2% 2 dias: 7,5% 1 dia: 1,7%

5 dias: 52,2%

2 dias: 1,4%

5 dias: 2,0%
10 dias: 1,1%

10 dias: 54,7%

OH
? 0
H H
OoH OH
Oxido de cis- linalool Oxido de trans- linalool Linalool

frescas: - frescas: - frescas: 4,3%
1 dia: 0,3% 1 dia: 0,4% 1 dia: 10,6%
2 dias: 0,6% 2 dias: 9,1%

2 dias: 1,1%
5 dias: 1,1%
10 dias: 0,5%

5 dias: 10,3%
10 dias: 9,0%

5 dias: 1,8%
10 dias: 1,3%

Figura 8: Principais compostos identificados na analise do 6leo essencial
das folhas de Hancornia speciosa Gomes variando-se o tempo de secagem

a temperatura ambiente

:: ’ geraniol
e
- (8- 3-
— hexenol
]

Figura 9: Grafico mostrando a variagao da percentagem relativa do Geraniol
e do (E)-3-hexenol em relacdo ao tempo de secagem a temperatura

ambiente das folhas de Hancornia speciosa Gomes
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— (E)-3-hexenol “Frescas”

Geraniol

S

= T + = y L ”
a5 50 55

25 30 35 40

(E)-3-hexenol
Geramol

I\L M 1a dia de secagem
50

(E)-3-hexenol Geraniol
I\LNL‘ h 2a dia de secagem
50 )
Geraniol
5a dia de secagem
(E) 3-hexenol
80
Geraniol

10a dia de secagem

(E)-3-hexenol

/ b

u]

25 50

Figura 10: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por CG-EM (coluna

DB-5 30m) dos volateis das folhas de Hancornia speciosa Gomes variando-

se o tempo de secagem a temperatura ambiente
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Tabela 4: Composigao percentual relativa dos principais componentes

encontrados nos 6leos essenciais das folhas de Hancornia speciosa Gomes

variando-se o tempo de secagem a temperatura ambiente: frescas, 1, 2,5 e
10 dias (a 25°C)

Compostos IR ¢ |R fiter Area do pico (%)
frescas 1dia 2dias 5dias 10dias

1 furfural 834 836 - - - - 0,8
2 (E)-3-hexenol 851 854 686 59,7 485 134 13,3
3 (E)-2-hexen-1-ol 857 855 * - - - -
4 1-hexanol 864 871 20,3 199 6,9 4,2 4,5
5 (2E,4E)-hexadienal 892 910 0,6 0,7 0,9 -
6 NI 989 - - - - 1,1 -
7 (32)-acetato de hexenila 1004 1005 0,3 tr - - -
8 NI 1016 - 0,3 0,2 - - -
9 NI 1018 - tr 0,2 - - -
10 NI 1019 - - - - 1,3 2,4
11 2-etil-1-hexanol 1026 - 0,5 0,3 - - -
12 fenilacetaldeido 1040 1042 tr tr - - -
13 6xido de trans-linalool 1069 1073 0,3 1,3 1,0 1,4 1,4

(furandide)
14 6xido de cis-linalool 1084 1087 04 2,4 2,5 3,2 2,3

(furandide)
15 NI 1090 - 1,1 0,8 0,5 - -
16 2- nonanona 1092 1090 - - - 0,61 0,9
17 linalool 1098 1097 4,3 10,6 9,1 10,3 9,0
18 NI 1101 - - 0,3 - - -
19 isovalerato de isopentila 1111 1103 - 0,2 - 0,5 1,0
20 (2E,6Z)-nonadienal 1150 1155 - 0,3 - - 0,5
21 NI 1162 - - 0,2 - - -
22 6xido de cis-linalool 1167 1174 - 0,3 1,1 1,1 0,5

(pirandide)
23 6xido de trans-linalool 1172 1177 - 0,4 0,6 1,8 1,3

(pirandide)
24 salicilato de metila 1188 1192 - tr - - 0,6
25 o-terpienol 1193 1189 0,5 1,7 1,4 2,0 1,1
26 geraniol 1250 1253 24 8,4 7,5 522 54,7
27 (2E)-decenal 1259 1264 tr 0,2 tr - -
28 acetato de isomentila 1306 1306 - - - 0,8 0,6
29 eugenol 1350 1359 - - - 2,3 tr
30 NI 1435 -- tr 0,5 - - -
31 (E)-isoeugenol 1445 1451 - - - 0,7 1,1

TOTAL 99,2 97,8 922 983 96,6

*Composto co-eluindo com o 1-hexanol (4); IR calc= Indice de retencdo calculado; IR

lit= indice de retengao da literatura; NI= Composto n&o identificado; tr= tragos (valores

menores que 0,1%)
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5.2 Andlise dos componentes volateis obtidos por
hidrodestilagdo dos frutos de Hancornia speciosa Gomes nos

trés estadios de maturagdo: verde, “de vez” e maduro

A analise dos componentes volateis dos frutos "verdes”, nos permitiu
a identificacdo de 32 compostos, sendo 9 os componentes principais (52,6%
do total do éleo) (Tabela 5) (Figura 11 e 12), sao eles: 1-octen-3-ol (2,8%),
oxido de cis-linalool (9,1%), 6xido de trans-linalool (6,3%), linalool (16,1%),
benzenoetanol (4,5%), a-terpinol (5,5%), geraniol (3,1%), tetradecanal
(2,5%) e octadecanal (2,7%); enquanto na andlise dos componentes
volateis dos frutos "de vez”, foi possivel a identificacdo de 30 compostos,
sendo 15 os componentes principais (75,7% do total do dleo) (Tabela 5)
(Figura 11 e 13). Sao eles: propanoato de etila (4,1%), acetato de n-propila
(11,1%), composto nao identificado (IR=742; 6,8%), furfural (18,6%), 1-
hexanol (2,4%), acetato de 2-metilpropila (2,5%), acetato de 3-metil-3-buten-
1-ol (5,4%), (Z)-3-hexenol (3,2%), acetato de (Z)-3-hexen-1-ol (2,9%),
acetato de hexila (3,3%), oxido cis-linalool (3,9%), 6xido de trans-linalool
(2,4%), linalool (3,8%), benzenoetanol (2,8%) e a-terpineol (2,5%).

Ja na analise dos componentes volateis dos frutos “maduros”, foram
identificados 34 compostos, sendo 7 os componentes majoritarios (78,5% do
total do 6leo) (Tabela 5) (Figura 11 e 14), sao eles: pentanal (9,1%), 2,4,5-
trimetil-1,3-dioxolano (6,8%), 3-metil-1-butanol (5,2%), 3-metil-3-buten-1-ol
(12,1%), furfural (8,3%), acetato de 3-metil-1-butanol (8,8%) e acetato de 3-
metil-3-buten-1-ol (28,2%).
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1187273

ésteres, alcoois e 44
furfural verde

46

125 25 375 50

17,756,397

“de vez
- 44

J\QM
oLt L ] N I

1 23 25 375 L 50
|

ésteres, alcoois e
furfural

maduro 41,509,653

a0 44
46

o MMHJ P 44»3//

125 25 75 50

Figura 11: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por CG-EM (coluna
DB-5 30m) dos volateis dos frutos de Hancornia speciosa Gomes nos 3
estadios de maturacao: verde, “de vez” e maduro. O numero sobre 0s picos

corresponde aos numeros dos compostos na Tabela 5
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1
i OH
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T 6""‘" L OH
HO 0H
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(9,1%%) oxido de frans-lnalool 16.1 %% a-terpineol geranio,
(6.3%0) (16.1%%) 5.50%%) (3,1%0)
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OH
\)\/\/\ CH,(CHy),CHO CHy(CHyp; CH,0H
hexadecanal nct(aél;cqz;ml
1-octen- 30l (25%0 :
enzenoetanol (2,8%0)
(4.5%0)

Figura 12: Principais compostos identificados na analise do 6leo essencial
dos frutos verdes de Hancornia speciosa Gomes
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Figura 13: Principais compostos identificados na analise do 6leo essencial
dos frutos “de vez” de Hancornia speciosa Gomes
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0

OH
0
J_. 1
)\ OH 0 CH
0 .
. . . 2-metil-3-huten-1-0l furfural
3 hidroxi 2 hutanema 245 trimetil-13-dioxolano (12,1 %) 83%)
(9,1%0) (6,8%)
OJK )\/\OJ\ OH
tato de 3-metil-3-h wien-1-ilk 3-metil-1-h utanol
acetato e (2];;%) e acetato de 3-metil-1-b utanila (5,2%)
' (8.8%)

Figura 14: Principais compostos identificados na analise do 6leo essencial

dos frutos maduros de Hancornia speciosa Gomes

Tabela 5: Composicdo percentual relativa dos volateis dos frutos de

Hancornia speciosa Gomes nos trés estadios de maturacéo: verde, “de vez”,

e maduro
Compostos IR c@s+ R % % %
“Verdes” “Devez’ “Maduros”
1 3-hidroxi-2-butanona 721 697 - 1,6 9.1
2 Propanoato de etila 726 714 - 4.1 -
3 Acetato de n-propila 728 - - 11,1 -
4 2,4 ,5-trimetil-1,3- 745 - - - 6,8
dioxolano
5 3-metil-3-buten-1-ol 746 - - 6,8 12,1
6 3- metil-1-butanol 747 734 - 1,2 5,2
7 NI 759 - - -- 0,4
8 NI 776 - - 0,4 -
9 Acetato de 2-metil 786 - - 2,5 -
propila
10 3-Penten-2-ol 789 - - tr -
11 3-metil-2-butenal 796 - - 2,0 1,3
12 Hexenal 801 800 - 1,3 -
13 Acetato de n-butila 802 812 - - 1,2
14 Furfural 834 830 - 18,6 8,3
15 2-propril furano 845 -- - - 0,4
16 (E)-2-Hexenal 850 854 - 0,6 --
17 (Z)-3-hexenol 855 857 21 3,2 0,3
18 1- Hexanol 867 867 1,7 2,4 0,3
19 Acetato de 3-metil-1- 874 876 - 1,0 8,8
butanol
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Acetato de 3-metil-3-
buten-1-ol
Acetato de 3-metil-2-
buten-1-ol
Isocitroneleno
5-metil- furfural
NI
2-Octanona
1-Octen- 3-ol
Acetato de (Z)-3-hexen-
1-ol
Acetato de n-hexila
Acetato de 2-hexen-1-
ol
1,4-Ciclohex-2-
enediona
2-etil-1-hexanol
Alcool benzilico
NI
Fenilacetaldeido
NI
Oxido de (Z)-linalool
Oxido de (E)-linalool
Benzoato de metila
Linaloo
Nonanal
Butanoato de (Z)-2-
Hexenila
2- Feniletanol
NI
Acetato de benzila
Benzoato de etila
NI
a-Terpineol
Salicilato de metila
n-Decanal
Nerol
3-fenoxi-1-propanol
Geraniol
(E)-2-decenal
NI
NI
NI
Vinilguaiacol
(E, E)-2,4-decadienal
Eugenol
2-Undecenal
(E)-p-damascenona
Tetradecano

881

919

926
964
926
984
985
1007

1014
1016

1024

1028
1030
1035
1040
1049
1070
1086
1092
1097
1101
1103

1109
1120
1162
1169
1183
1190
1192
1204
1227
1244
1254
1260
1280
1281
1308
1312
1315
1357
1363
1386
1400

883

921
962

1006

1008

1032
1043

1074
1088
1091
1098
1098

1110

1163
1170

1189
1190
1204
1228

1255
1261

1314
1356
1380
1400

1,5

0,8
0,6
0,5
9,1
6,3

16,1

5,4
0,5

0,4

0,4

2,9

3,3
0,6

1,4

0,9

3,9
2,4

3,8
0,8

2,8

0,9
2,5
0,8

0,8
0,7
0,5

0,4

0,6
tr
0,4
tr

28,2
1,1

0,4
0,2

0,1
0,4
0,2

0,5

0,5
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63 B-Cariofileno 1422 1418 0,5 - -
64 y-Decalactona 1465 1463 - - 0,1
65 NI 1496 - 1,0 - -
66 Pentadecano 1500 1500 1,6 - -
67 Nerolidol 1563 1564 0,7 - -
68 Hexadecano 1600 1600 1.1 - -
69 NI 1649 - 0,5 - -
70 Heptadecano 1700 1700 1,0 - -
71 NI 1707 - 0,5 - -
72 NI 1712 - 0,6 - -
73 Octadecano 1800 1800 1.1 - -
74 Hexadacanal 1811 - 2,5 - -
75  Miristato de isopropila 1816 - 1,7 1,6 -
76 NI 1858 - 1,6 - -
77 NI 1923 - 0,7 - -
78 NI 1937 - 0,6 - -
79 2-metil-2-dodecanol 2061 - 1,4 - -
80 Octadecanol 2081 2082 2,7 - -
Total 89,5 95,1 91,0

IR lit= indice de retencao da literatura ; NI= Composto nao identificado

Nesta etapa do trabalho foi possivel verificar, pela primeira vez, a
composi¢cao quimica dos volateis das folhas de Hancornia speciosa Gomes,
variando-se o tempo de secagem a temperatura ambiente (1, 2, 5 e 10 dias)
como também com as mesmas frescas.

Sendo assim, verificamos um decréscimo nas percentagens dos
alcoois como (E)-3-hexenol (68,6% nas folhas frescas para 13,3% apds 10
dias de secagem); enquanto houve um aumento significativo no percentual
dos monoterpenos oxigenados como geraniol (2,4% nas folhas frescas para
54,7% apos 10 dias de secagem).

Ja na analise da composi¢ao quimica dos volateis dos frutos de H.
speciosa Gomes nos trés estadios de maturagdo (verde, “de vez” e
maduro), verificamos que a composi¢gdo quimica dos volateis dos frutos
verdes e maduros quando comparados com a composi¢ao quimica dos
frutos “de vez”, mostram claramente uma diferenciagdo na proporgéo dos
componentes principais, de acordo com o estadio de maturagao.

Desta forma, o aroma dos frutos verdes possui um teor maior de
monoterpenos oxigenados como o oxido de cis-linalool, 6xido de trans-

linalool e linalool; enquanto a proporg¢ao dos ésteres, alcoois e do furfural é
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bastante reduzida.

Ja na composicdo quimica dos volateis dos frutos maduros,
observamos que ésteres como acetato de 3-metil-3-buten-1-ila, alcoois [tais
como 3-metil-1-butanol, 3-metil-3-buten-1-ol e o furfural] sdo predominantes,
enquanto a proporgdo de monoterpenos oxigenados (6xido de cis-linalool,
oxido de trans-linalool e linalool) foi bastante reduzida.

Por fim, na composi¢ao dos volateis dos frutos “de vez’, verifica-se
proporgdes intermediarias tanto na regido dos ésteres, alcoois e do furfural

quanto do 6xido de cis- linalool, 6xido de trans- linalool e linalool.
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Parfe I Estudo fitoquimico do latex dos frutos verdes,

dos frutos nos trés estadios de maturacéo (verdes, “de vez”
e maduros), das folhas e ramos de Hancornia speciosa

Gomes.
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Parte II: Estudo Fitoquimico dos frutos e das folhas de

Hancornia speciosa Gomes

1. IMPORTANCIA

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tao
antigo quanto a civilizagdo humana, sendo o estudo fitoquimico de plantas
medicinais, muitas das vezes, o0 uUnico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais
e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sao
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontrados em
quintais de residéncias 7.

Em nosso trabalho, apresentamos o isolamento de triterpenos do
latex dos frutos, frutos maduros e folhas de Hancornia speciosa Gomes.

A classe dos triterpenos apresenta inumeras propriedades medicinais,
com grandes potencialidades em atividades biologicas, tais como:
antiinflamatorios,  bacterianos,  fugicidicos, antivirais, analgésicos,
cardiovasculares, antitumorais, antimicrobianos, etc °°!. Devido a sua grande
diversidade o seu estudo tem sido de grande interesse na tentativa de novas
e reais aplicabilidades em diversas areas.

Desta forma, acreditamos que o conhecimento quimico e bioquimico
de Hancornia speciosa Gomes, (latex dos frutos, frutos, folhas e ramos) e
seu emprego como medicamento poderia ser uma forma de agregar valor ao

produto e melhorar a renda dos produtores da regiao.
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1.1 Triterpenos: Biogénese [¢'%%

A cadeia carbonada precursora dos triterpenos é o esqualeno, um
composto que foi isolado pela primeira vez do figado de tubardo (Squalus
sp.), e posteriormente encontrado também no figado de ratos, em fungos e
Oleos de sementes de Amarantaceas (ex. Amaranthus cruentus). A cadeia
de 30 carbonos do esqualeno é formada a partir da condensacgao (cauda-
cauda) de duas unidades de farnesil pirofosfato (FPP) e envolve a enzima

esqualeno-sintase (Esquema 1).

[
4
A A SN IER A= Farnesil Pirofosfato
B= Esqualeno-sintase
C= Pirofosfato de pré-esqualeno
*H D= Esqualeno

Esquema 1: Formagado do esqualeno a partir da condensagao de duas
unidades de FPP [61]

A condensagao requer a remogao de dois grupos fosfato e a adi¢cao

de um hidreto proveniente de NADPH na posicdo C-1. Um intermediario
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desse processo é o pirofosfato de pré-esqualeno, também isolado do figado
de rato cuja formacao é representada como um ataque da ligacao dupla (C-
2'-C-3’) de uma molécula de FPP e posterior formagdo de um cation
terciario, seguida da perda de um hidrogénio e formagdo do anel do
ciclopropano, originando o pirofosfato de pré-esqualeno (Esquema 1).

Um intermediario, cation ciclobutano, é formado a partir da perda de
um difosfato do pré-esqualeno gerando assim um cation primario
desfavoravel, que via rearranjo de Wagner-Meerwin causa a expansao do
anel e gera um carbocation secundario. Finalmente, rompe-se a ligagao
entre C-1 e C-3 e um hidrogénio vindo NADPH ¢ adicionado em C-1
finalizando-se assim, a formagao do esqualeno (Esquema 1).

A ciclizagao do esqualeno ocorre a partir do intermediario 2,3-epdxido
de esqualeno, um produto de oxidagdo enzimatica catalizada por uma
flavoproteina e requer O, e NADPH como cofatores. O epoxiesqualeno é
convenientemente posicionado e adsorvido na superficie da enzima,
assumindo diferentes conformacgdes.

Os sistemas pentaciclicos de anéis sao formados a partir da
ciclizacao da ligacao dupla, fornecendo um anel ndo muito comum de cinco
membros e um cation lupenilo terciario (Esquema 2). A perda de um
hidrogénio do cation lupenilo fornece o Lupeol (Esquema 2), encontrado em
lupin (Lupinus lateus; Leguminosae), apesar de um anel de cinco membros
nao ter uma alta tendéncia para ser formado, como é evidenciado em uma
totalidade de exemplos naturais encontrados.

A expansao do anel do cation lupenilo por migragédo de ligagao
fornece o cation oleanilo, que através de migragdes de hidretos e perda de
um hidrogénio fornece a B-amirina (Esquema 2).

A formagdo da a-amirina isomérica (Esquema 2) envolve
primeiramente a migragdo de uma metila do cation oleanilo para formar o
cation taraxasterilo, pela migragcao de trés hidretos e perda de um hidrogénio

(Esquema 2).
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E= cation damarenilo

F= cation baccharenilo
G= cation lupenilo

H= Lupeol

I= cation oleanilo

L= p-amirina

J= cation taraxasterilo
K= a-amirina

Esquema 2: Formag&do do Lupeol, B-amirina e da a-amirina através do

cation damarenilo [62]
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Muitos dos esqueletos dos triterpenos pentaciclicos, tais como o
lupeol, a a-amirina e a B-amirina (Figura 15) encontram-se na natureza na

forma de saponinas, resultantes de reacgdes de glicosilagao.

Estrutura do tipo a- amirina: Estrutura do tipo - amirina:
acido ursdlico: Ry= Ry=H acido oleanélico: Ry= R,= H Lupeol

Figura 15: Esqueletos triterpénicos frequentemente encontrados na

natureza

O triterpeno do tipo B-amirina, conhecido também como oleanano,
apresenta duas metilas em C-20. O triterpeno do tipo a-amirina ou ursano
apresenta uma metila em C-20 e outra em C-19. Nesses compostos, a
estereoquimica entre os anéis A/B, B/C e C/D é do tipo trans, e entre D/E é
do tipo cis (Figura 15).

O triterpeno do tipo lupeol difere, daqueles citados acima, na
estereoquimica entre os anéis D/E, que € do tipo trans. Além disso, o quinto
anel (E) possui cinco carbonos, ndo sendo hexagonal como nas outras

estruturas triterpénicas (Figura 15).
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2. METODOLOGIA

2.1 MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Identificagdo Estrutural

A identificacdo estrutural dos compostos isolados foi realizada através
do uso da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e
Carbono-13 unidimensionais, Infravermelho e por comparagao com dados

da literatura.

Os espectros de RMN 'H e *C (totalmente desacoplado e DEPT)
unidimensionais foram obtidos em um espectrdbmetro BRUKER, modelo
ARX200 e DRX400 de 4,7 e 9,4 Tesla (200 e 400 MHz para frequéncia do
hidrogénio), pertencente ao Departamento de Quimica da UFSCar, ou em
um espectrébmetro 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
cloroféormio (CDClIs) e acetona (CD3;COCDs3) deuterados, utilizando como
referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos ()
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 Fouirier,
em pastilhas de KBr.

Os pontos de fusdo (p.f) foram determinados em um aparelho digital
da Microquimica (MQAPF-301). Os valores obtidos em graus centigrados,

nao foram corrigidos.
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2.1.2 Isolamento dos Metabdlitos Secundarios

Para fracionar os extratos e purificar as substancias foram utilizadas
colunas cromatograficas em silica gel 60 (0,040-0,063 mm, 70-230 mesh
ASTM) Merk. Na maior parte das vezes optou-se por um sistema de eluicdo
gradiente de polaridade, mediante a utilizagdo de hexano, acetato de etila
finalizando sempre com metanol. Alternativamente, para purificagdo dos
extratos mais polares, foram utilizadas colunas empacotadas com Sephadex
LH-20 da marca Sigma.

As fracbes obtidas das colunas foram analisadas por Cromatografia
em Camada Delgada Comparativa (CCDC) empregando-se cromatofolhas
de aluminio (20x20 cm) recobertas com silica gel com indicador de
fluorescéncia em UVyss ¢ 3s6nm, da marca Macherey-Nagel e Merk
(Darmstadt). Para purificacdo de algumas substéncias foi utilizada a técnica
de Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP), preparadas
com silica gel P/ UV2s4 ¢ 366nm Macherey-Nagel ou silica gel 60 Fys4 Merk.

A revelagao das substancias presentes nas placas cromatograficas foi
feita por irradiagdo em lampada de UVass ¢ 366nm Seguida da imersdo da
mesma numa solucdo de p-anisaldeido (alcool etilico absoluto, acido
sulfurico, p-anisaldeido e &cido acético na proporgdo de 90:5:5:1 em
volumes, respectivamente) e subseqliente aquecimento a 300°C, com

pistola aquecedora.

3. MATERIAL VEGETAL

3.1 Coleta do material Vegetal

As folhas de Hancornia speciosa Gomes estudadas foram coletadas
as 11 horas da manha no més de novembro de 2005 em pomares na regiao
de Abais - Municipio de Estancia- SE como também de um espécime no

Conjunto Augusto Franco, Aracaju-SE.
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Os frutos de Hancornia speciosa Gomes foram coletados as 10 horas
da manha entre os meses de margo e abril de 2003 em pomares na regiao
de Abais - Municipio de Estancia- SE, como também adquiridos no mercado

municipal de Aracaju-SE.

A extragdo dos frutos nos trés estadios de maturacdo: verdes e sem
latex (5,0 kg), “de vez” (2,0 Kg) e maduros e secos em estufa (2,3 Kg) foram
realizados com os frutos cortados, ficando submersos em metanol durante
30 dias. Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotatério,
resultando assim nos respectivos extratos brutos: frutos verdes e sem latex
(304,5 g), frutos “de vez” (184,5 g) e frutos (97,8 g).

3.2 Partigdo Liquido-Liquido

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

acetato de etila) (Fluxograma 1).

“ Extrato Bruto I

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

|| Extrato Hexanico I I Ex. Hidroalcoolico ||

1- 40% do Yolume de H. O
2- (3x300 mL) CHCE

»w
I Extrato Cloroférmio I I Ex. Hidroalcdolico |

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

[| Extrato Acetato de Etila | | Extrato Hidroalcoolico

Fluxograma 1: Procedimento para obtengao dos extratos particionados do

frutos nos trés estadios de maturagao: verde e sem latex, “ de vez” e maduro
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4. OBTENCAO DOS EXTRATOS E ISOLAMENTO DAS
SUBSTANCIAS

4.1 Obtengdo e purificagdo do extrato cloroférmio do latex

dos frutos

Os metabdlitos secundarios do latex dos frutos verdes de Hancornia
speciosa (600 mL de latex) foram extraidos com CHCI; (3 x 400 mL). A parte
organica foi separada da fase aquosa, seca com Na,SO, anidro sendo
posteriormente concentrada em evaporador rotatério, obtendo-se 47,48 g do
extrato do latex (ECLFr).

Parte do extrato do latex dos frutos verdes de Hancornia speciosa (2,5
g) foi purificado utilizando-se cromatografia em coluna de silica gel (116,32
g), a pressao ambiente. A eluigdo da coluna iniciou-se com 100% de hexano,
aumentando-se a polaridade do eluente pela adicdo de acetato de etila e
finalizando-se com metanol. Foram coletadas 584 fragbes num volume de 5
mL, posteriormente reunidas em 21 grupos, com base nos seus respectivos
vaolres de RFs, quando analisadas por CCDC (Cromatografia em Camada
Delgada Comparativa). E importante mencionar que estdo representadas
apenas as amostras reunidas, por isso a falta de sequéncia relativa aos seus

numeros de fragoes.

Desta forma, foram obtidas as fragbes: 128-142 (F1A; 603,7 mg), 144-
154 (F2A; 36,7 mg), 156-159 (F3A; 2,0 mg), 160-200 (F4A; 354,9 mg), 283-
298 (F5A; 3,0 mg), 300-310 (F6A; 9,0 mg), 312-322 (F7A; 3,0 mg), 324-334
(F8A; 13,0 mg), 336-346 (F9A; 15,0 mg), 347-357 (F10A; 20,0 mg), 358-365
(F11A; 108,0 mg), 366-374 (F12A; 132,0 mg), 376-386 (F13A; 65,0 mg),
388-394 (F14A, 21,0 mg), 396-404 (F15A, 11,0 mg), 405-440 (F16A; 19,0
mgq), 442-450 (F17A; 6,0 mg), 452-474 (F18A; 8,0 mg), 476-534 (F19A; 30,0
mgq), 535-547 (F20A; 5,0 mg), 548-584 (F21A; 22,0 mg). As fragbes F1A,
F4A e F12A por se apresentarem puras quando analisadas por CCDC foram
enviadas para analise de RMN 'H e ®C. Das amostras F1A, F4A e F12A
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foram retirados os pontos de fusdo (p.f), apresentando respectivamente:
55,1-55,9°C (s6lido branco amorfo); 112,6-114,5°C (s6lido branco cristalino)

e 83-85°C (sdlido branco cristalino) (Fluxograma 2).

Latex dos frutos verdes de Hancornia speciosa
Gomes (600 mL)

|

Extragdo com cloroférmio(1,2 L)
ECLFr (47,59)

|

CC em silica gel ( 21 fragGes
reunidas)

!

As fracdes 128-142 (F1A: 603,7 mg), 160-200
9F4A: 354,9 mg) e 366-374 (F12A: 132 mg) foram
envidas para andlise em RMN '°C e 'H

Fluxograma 2: Preparacdo do extrato cloroférmio dos frutos verdes de

Hancornia speciosa Gomes

4.2 Purificagdo da fragdo 19A proveniente da CC do ECLFr

A fracdo F19A (30,0 mg), foi recromatografada em CC de silica gel
(1,02 g) através de uma eluicdo binario utilizando como eluente hexano-
acetato de etila (80:20), fornecendo 11 fracbes. A fracdo F19A; foi
recromatografada em coluna de silica gel (1,67 g) através de uma eluicado
binario utilizando como eluente hexano-acetato de etila (90:10), fornecendo
a fragdo F19A;, (solido amorfo branco; 20,0 mg) que foi enviada para

analise em RMN 'H e "*C (Fluxograma 3).
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Furificacdo da fracdo 194 da CC do
ECLFr (3200 mag)

r

CC emsilica gel (1,02 g, Eluente: hexano-
acetato de etila {80:20)

11 fragbes

r

F194, foi recromatografada em CC de
silica gel (1,67 g); Eluente: Hexano:
acetato de etila (90:18)

!

A fracho 194z, (solido amorfo branco; 20,0 mg)
foi enviada para analise em RMN"*C e 'H

Fluxograma 3: Processo de purificacdo da fragao 19A da CC do ECLFr de

Hancornia speciosa Gomes

4.3 Reagdo de transesterificagdo e identificagdo por CG-

EM dos ésteres 3-B-O-acil lupeol (F1A) 7%

Parte da mistura contendo os ésteres 3-3-O-acil lupeol (F1A; 50,0 mg)
foi aquecida a 60°C sob agitacdo em 10% HCI/MeOH (3 mL) por 8 h (Figura
16). Apods resfriamento, a solugéo foi extraida com CHCl,. A fase orgéanica
foi lavada inicialmente com solugdo NaHCO3; 10% e depois com H,O, seca
com Na,SO, anidro e concentrada em evaporador rotatério fornecendo
lupeol e uma mistura de ésteres metilicos os quais foram analisados por CG-
EM.
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R, Ry O

R Ry
HCI/MEOH 5 NP2 TN oMe
N T2 1N 60°C n
n
< Ry Ra n
Ry R, H H 12,14
L34 H H OH H 12,14,16,18
(5,6,7) OH H + 0
W
te= AR A B ook

lupeol

Figura 16: Reacao de metandlise acida dos ésteres 3-p-O acil lupeol (F1A)

Os ésteres 3-B-O-acil lupeol foram identificados através de CG-EM
empregando-se um cromatografo Shimadzu modelo QP5050A, equipado
com coluna capilar de silica fundida SPB-1701 (30 m x 0,25 mm de didmetro
interno x 0,25um de espessura do filme) e gerenciado pelo software Class
5000. O volume injetado das amostras, adequadamente diluidas, foi 1,5 pL.
as condigdes empregadas foram: 100°C (3 min), 20°C.min™', 270°C (15 min).
As temperaturas do injetor e detector foram 250°C e 280°C,
respectivamente. Usando como gas de arraste o hélio (1,2 mL.min™"). O
espectrometro de massas operou com velocidade de 0,84 scans.seg " ha
faixa de m/z 40-700.

A identificacdo dos compostos foi feita com base na comparacao
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 73,
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4.4 Reagdo de transesterificagdo e identificagdo por CG-

EM do éster diidroxilado 3-B-O-acil lupeol (F12A) ®*!

Parte da mistura contendo o éster diidroxilado 3-pB-O-acil lupeol
(F12A; 50,0 mg), foi aquecida a 50°C sob agitagcdo em uma mistura de
H2S04/MeOH (1 molar; 3,0 mL) por 3 h (Figura 17). Apds resfriamento, a
solugédo foi extraida com hexano (3x 3 mL). A fase organica foi lavada
inicialmente com solugdo de NaOH 1 molar em 50% de etanol (2x 3 mL) e
depois com H,O (3x 3 mL), seca com Na,SO4 anidro e concentrada em
evaporador rotatério, fornecendo o lupeol e uma &-lactona a,B-insaturada
(11a’; 40,0 mg). Esta mistura foi purificada através de uma CC de silica gel
(4,0 g) eluida com hexano-acetato de etila em ordem crescente de

polaridade, sendo posteriormente analisada por CG-EM.

LUPEOL

Figura 17: Reagao de metandlise acida do éster diidroxilado 3-p-O-acil

lupeol

O éster diidroxilado 3-B-O-acil lupeol foi identificado através de CG-
EM empregando-se um cromatografo Shimadzu modelo QP5050A, equipado
com coluna capilar de silica fundida SPB-1701 (30 m x 0,25 mm de diametro
interno x 0,25um de espessura do filme) e gerenciado pelo software Class
5000. o volume injetado das amostras, adequadamente diluidas foi 1,2 pL.
As condigdes empregadas de: 100°C (3 min), 15°C.min™", 270°C (10 min). As

temperaturas do injetor e detector foram 250°C e 280°C, respectivamente. E
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0 gas de arraste foi o hélio (1,2 mL.min™"). O espectrémetro de massas
operou com velocidade de 0,5 scans.seg ™' na faixa de m/z 40-600.

A identificacdo dos compostos foi feita com base na comparagao
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 78!,

4.5 Obtengdo e Purificagdo do extrato metandlico dos

frutos verdes e sem latex

O extrato metandlico dos frutos verdes sem latex de Hancornia,.
Speciosa Gomes foi preparado a partir dos frutos cortados sem latex (5 kg),
deixando os frutos submersos em MeOH (3,0 L). Apds filtragcdo, a fase
organica foi concentrada em evaporador rotatério, obtendo-se 304,5 g do
extrato (EMFrV). Parte do extrato metandlico dos frutos sem latex da
mangaba (EMFrV, 30,0 g) foi particionado com hexano, cloroférmio e
acetato de etila, obtendo-se as seguintes quantidades de extratos
particionados, respectivamente: 54,0 mg (PHFrV), 1441 mg (PCFrV) e
290,8 mg (PAEFrV), obtendo-se 0,18%, 0,48% e 0,97% de rendimentos

respectivamente (Fluxograma 4).
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Frutos verdes e sem latex de Hahcornia
speciosa (cerca de 5 kg))

A 4

Extracao com metancl (2.0 L)
EMFrY (304 5 q)

v

Parte do EMFrY (300 g foi pariticionado
respectivamente com hexano, cloroférmio e
acetato de etila

Y Y v

Farticdo Particdo Particdo acetato
hexano cloroférmio de stila
{(PHFrY; 540 (PCFry; 144 1 (PAEFTY, 2903
mq) rma) rma)

Fluxograma 4: Preparagédo do extrato metandlico dos frutos verdes e sem
latex (EMFrV) de Hancornia speciosa Gomes

4.6 Purificagdo em CC dos extratos PCFrV e PAEFrV

utilizando-se a Sephadex LH-20®

A Sephadex LH20 é um polimero bastante utilizado na separacido de
moléculas como esteroides, terpenos, lipidios, produtos naturais 4% e até

moléculas de alto peso molecular como peptideos (acima de 35 residuos de
aminoacidos). A sephadex LH20® contém em sua matriz, unidades de

polissacarideos hidrofilicas e lipofilicas naturais (Figura 18), sendo

caracterizada por ser uma cromatografia seletiva.
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Figura 18: Estrutura parcial da Sephadex LH20

A eluicao é prescrita baseando-se na estrutura quimica da amostra.
Esta técnica apresenta a vantagem de se reaproveitar o material, tendo
como unica desvantagem, o fato de ser um polimero de elevado custo. Seu
processo de separacao inicia-se separando os componentes mais pesados
(maiores) até os mais leves (menores), isto €, as moléculas menores
(apolares e/ou pouco polares) entram nos poros existentes na matriz da
sephadex e as substancias maiores passam livremente por ela 7).

Os extratos da particao cloroférmio, PCFrV (144,1 mg), e da partigao
acetato de etila, PAEFrVv (290,8 mg), foram submetidas separadamente a
purificacdo utilizando-se uma coluna empacotada com Sephadex LH-20°, a
pressdo ambiente, eluida de forma isocratica com metanol (MeOH). Foram
obtidas 35 e 96 fracdes, respectivamente num volume de 5 mL (Fluxograma
5).

49



Estudo Fitoquimico de Hancornia speciosa Gomes

I Furificacao em CC usando Sephadex LHZ0 I

PCFrv PAEFrY
(144 0 mg) (2908 mqg)
"A5 fracdes” "96 fracdes”

Fluxograma 5: Purificacdo em CC dos extratos PCFrV e PAEFrV de

Hancornia speciosa Gomes utilizando-se a Sephadex LH20®

4.7 Reagdo de Acetilagdo com anidrido acético-piridina do

extrato metandlico dos frutos verdes e sem latex (EMFrV)

O extrato metandlico dos frutos verdes de Hancornia speciosa Gomes
EMFrV (500 mg) foi dissolvido em 5,0 mL de piridina e 2,5 mL de anidrido
acético, sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 37 h. O
produto da acetilagdo (417,0 mg, EMAFrV) foi obtido apds tratamento da

reacdo ! (Fluxograma 6).
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EMFrv (500 ma)

Dissolveu-se o extrato em 5,0 mL de
piridina & 2.5 mL de anidrido acetico

Aquecimento a 30%Z, 37 h; sob

agitacao magnetica. Tratou-se a
reacaon

Froduto de acetilacio (EMAFY, 417
mg)

Fluxograma 6: Reacdo de Acetilagdo com anidrido acético-piridina do
extrato metandlico dos frutos verdes e sem latex (EMFrV) de Hancornia

speciosa Gomes

4.8 Purificagdo do extrato metandlico acetilado dos frutos

verdes e sem latex (EMAfrV)

O EMAFrV (417,0 mg) foi purificado utilizando-se cromatografia em
coluna de silica gel (33,0 g), 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-se com metanol. Foram
coletadas 408 fragdes num volume de 5 mL, posteriormente reunidas em 14
grupos, com base nos seus respectivos vaolres de RFs, quando analisadas
por CCDC (Cromatografia em Camada Delgada Comparativa). E importante
mencionar que estao representadas apenas as amostras reunidas, por iSso

a falta de sequéncia relativa aos seus numeros de fragdes.
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Desta forma, foram obtidas as fragdes: 122-134 (F1B; 3,3 mg), 156-
176 (F2B; 6,0 mg), 178-200 (F3B; 7,8 mg), 201-218 (F4B; 5,8 mg), 219-252
(F5B; 60,5 mg), 253-280 (F6B;19,3 mg), 282-292 (F7B; 7,1 mg), 293-304
(F8B; 30,3 mg), 305-314 (F9B; 22,0 mg), 315-320 (F10B; 13,7 mg), 321-323
(F11B; 3,3 mg), 324-346 (F12B; 30,6 mg), 347-370 (F13B; 12,7 mg) e 372-
408 (F14B; 52,6 mg). As fracbes F10B (6leo amarelo) e F12B (6leo amarelo)

foram enviadas para analise de RMN 'H e *C (Fluxograma 7).

Extrato metandlico acetilado dos frutos
verdes e sem latex (EMAFTY, 417 mg)

I T

Furificacao em CC de silica gel (33 0 mag);
Eluente- Hexano: acetato de etila; 403
fractes

!

As fracdes 10BE e12E foram enviadas para
anglise em RMN 3C e'H

Fluxograma 7: Purificagdo do extrato metandlico acetilado dos frutos verdes

e sem latex (EMAfrV) de Hancornia speciosa Gomes

4.9 Obtengdo e purificagdo do extrato metandlico dos

frutos “de vez"

Os frutos “de vez” de Hancornia speciosa Gomes foram coletados em
pomares numa area de restinga na regido de Abais- Municipio de Estancia-
SE. Os frutos (cerca de 2,0 kg) foram cortados e deixados submersos em
MeOH (5,5 L) a temperatura ambiente. Apds filtracdo, a fase organica foi
parcialmente concentrada em evaporador rotatério, obtendo-se 184,5 g de

extrato (EMFrpy). Parte do extrato metandlico (40 g) foi particionado com
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hexano, cloroférmio e acetato de etila. Obtendo-se assim, os extratos:
hexanico (PHFrpn,15 mg), cloroférmio (PCFrpy, 157 mg) e acetato de etila
(PAEFrpy, 349 mg) com rendimentos de 0,037%, 0,393% e 0,873%
respectivamente. As particbes cloroférmio e acetato de etila foram
subsequentemente solubilizados em hexano separadamente, e as particbes
soluveis em hexano (PSHFrpy): 68 mg e 13 mg, respectivamente foram
reunidas por similaridades apresentadas em CCDC.

Cerca de 50 mg do extrato soluvel em hexano (PSHFrpy) foi
purificado usando CCDP (Cromatografia em Camada Delgada Preparativa),
usando como eluente hexano- acetato de etila (95:5), fornecendo duas
fracoes: F1C (22,0 mg), isolada na forma de uma mistura que apos eluicao
com hexano forneceu duas novas fragdes, a F;,C (6leo-esverdeado; 15,0
mg) e F1,C (sélido amarelo; 7,0 mg) e um composto puro, a F2C (Sdlido
amarelo amorfo, 14,0 mg). As fragbes F11C, F1,C e F2C foram enviadas
para andlise de RMN 'H e '*C. Da particdo cloroférmio PCFrpy, foram
retirados 50 mg para purificaggo em CCDP, usando como eluente
diclorometano-acetato de etila (25:75), fornecendo duas substancias puras
[F3C (1,0 mg), F4C (5,0 mg) e uma mistura [F5C (9,0 mg)]. A fracao F4C foi

enviada para analise de RMN "H e "*C (Fluxograma 8).
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Frutos "de vez" de Hancomia speciosa omes (cerca de
20 ko) MeOH (55 L) a 25%C.

. 4

Extrato metandlico dos frutos "de wez" (EMFrg,, 7184,5 g).
Farticionou-se parte deste extrato (40 0 o) respectivamente
com: hexano, clorofdrmio e acetato de etila

l 1

Farticao Farticao Fartigao
hexano clorofdrmio acetato de etila

(PHF g (PCFryyy. (PAEFTy,, 3459
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Purificacéo em CCP Particdes solivels em hexano
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diclorometano:aceta PSHFry,y. 51 Mg
to de etila (25:75) *
Furificacao de parte do extrato
l, PSHFry (50,0 mg) em CCPD,
Fracoes. F3C eluente: hexano:acetato de etila
(1.0mg), F4C Do)
(5.0mg) e F5C
(9,0 mg) 1 1

!

1 Fragao: F1C
(22 0 mo); Eluicao

2 Fragéo F2C
(Solido amarelo

Fluxograma 8: Obtencao e purificagdo do extrato metandlico dos frutos “de
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4.10 Obtengdo e purificagdo do extrato metandlico dos

frutos maduros e secos

Os frutos maduros (2,3 kg) de Hancornia speciosa Gomes foram
adquiridos no mercado municipal de Aracaju e refrigerados durante 48 h.
Apos este periodo, os frutos foram cortados e secos em estufa apropriada
(72h, 45°C), moidos e deixados submersos em MeOH (2,0 L) a temperatura
ambiente. Apds filtracdo, a fase organica foi parcialmente concentrada em
evaporador rotatoério, obtendo-se 97,8 g de extrato (EMFry). Parte do EMFry
(21,45 g) foi particionado com hexano, cloroformio e acetato de etila.
Obtendo-se os extratos: hexanico (PHFry, 9,83 g), cloroférmio (PCFry ; 1,08
g) e acetato de etila (PAEFry ; 230 mg) com redimentos de 45,83%, 5,03% e
1,07% respectivamente.

Parte do extrato da particdo hexanica dos frutos maduros e secos,
PHFry, (2,5 g) foi purificado utilizando-se cromatografia em coluna de silica
gel (562,12 g), a pressao ambiente. A eluigdo da coluna iniciou-se com 100%
de hexano, aumentando-se a polaridade do eluente pela adigdo de acetato
de etila e finalizando-se com metanol. Foram coletadas 673 num volume de
5 mL, posteriormente reunidas em 48 grupos, com base nos seus
respectivos vaolres de RFs, quando analisadas por CCDC.

Desta forma, foram reunidas as fragdes: 1-10 (F1D; 13,8 mg), 11-18
(F2D; 24,4 mg), 19-54 (F3D; 19,2 mg), 55-62 (F4D; 28,5 mg), 63-66 (F5D;
27,2 mqg), 67-73 (F6D; 40,0 mg), 74-77 (F7D; 18,8 mg), 78-86 (F8D; 18,2
mg), 87-98 (F9D; 17,6), 100-130 (F10D; 12,4 mg), 131-157 (F11D; 13,6 mg),
158-168 (F12D; 24,9 mg), 169-195 (F13D; 55,9 mg), 196-210 (F14D; 24,4
mg), 211-226 (F15D; 45,0 mg), 227-240 (F16D; 131,3 mg), 241-248 (F17D;
71,4 mq), 249-277 (F18D; 126,9 mg), 278-296 (F19D; 27,2 mg), 297-318
(F20D; 0,5 mg), 319-325 (F21D; 5,1 mg), 326-332 (F22D; 1,8 mg), 333-348
(F23D; 3,0 mg), 349-360 (F24D; 3,0 mg), 361-370 (F25D; 4,0 mg), 371-378
(F26D; 7,0 mg), 379-400 (F27D; 13,0 mg), 401-416 (F28D; 4,4 mg), 417-431
(F29D; 2,4 mg), 432-440 (F30D; 3,5 mg), 441-449 (F31D; 22,3 mg), 450-454
(F32D; 18,8 mg), 455-464 (F33D; 25,6 mg), 465-478 (F34D; 28,3 mg), 479-
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492 (F35D; 24,8 mg), 493-504 (F36D; 1,9 mg), 505-513 (F37D; 1,0 mg), 514-
528 (F38D; 1,0 mg), 529-542 (F39D; 1,0 mg), 543-560 (F40D; 2,0 mg), 564-
580 (F41D; 8,0 mg), 581-585 (F42D; 1,0 mg), 586-600 (F43D; 1,0 mg), 601-
612 (F44D; 1,0 mg), 613-616 (F45D; 1,0 mg), 617-625 (F46D; 3,0 mg), 626-
659 (F47D; 25,0 mg) e 660-673 (F48D; 3,0 mg). Da fragao F18D foi retirado
o ponto de fusdo: 162-164°C. As fracbes F18D e F41D foram enviadas para
analise em RMN 'H e "°C,

A purificagcdo dos componentes PCFry (100 mg) foi realizada
utilizando-se CC de silica gel (7,17 g) com cloroférmio-acetato de etila em
eluicdo binaria (50:50), finalizando-se a mesma com acetato de etila (100%)
e por ultimo, metanol (100%). As fragées foram reunidas de acordo com a
similaridade observada por CCDC. Desta forma foram reunidas 9 fra¢des: 1-
3 (F1E; 2,0 mg), 7-9 (F2E; 10,0 mg), 11-15 (F3E; 3,9 mg), 16-22 (F4E; 3,5
mg), 23-40 (F5E; 11,2 mg), 41-49 (F6E;3,8 mg), 50-55 (F7E; 3,3 mg), 56-61
(F8E; 4,3 mg) e 63-66 (FO9E; 13,8 mg). A fracdo F2E (6leo amarelo-
esverdeado) foi enviada para analise em RMN 'H e *C.

A purificagdo dos componentes PAEFry (100 mg) foi realizada
utilizando-se CC de silica gel (6,19 g) com cloroférmio- acetato de etila em
eluicdo binaria (50:50), finalizando-se a mesma com acetato de etila (100%)
e por ultimo, metanol (100%). As fragées foram reunidas de acordo com a
similaridade observada por CCDC. Desta forma foram reunidas 4 fracdes: 1-
4 (F1F; 4,6 mg), 5-6 (F2F; 11,0 mg), 7-8 (F3F; 1,7 mg) e 15-30 (F4F; 14,2
mg). A fragdo F2F (6leo amarelo) foi enviada para analise em RMN 'H e "*C
(Fluxograma 9).
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Frutos maduros de Hancomia spacliosa
Gomes (2,3 Kg); refrigerados durante 48 H

}

Frutos foram cortados e secos em estufa
(F2 h, 45°C), moidos e submersos em

MeOH (2.0 L)

Filtrou-se a fase organica e concentrou-se,
obtendo-se 97 8 g de extrato (EMFriv)

l

Farte do EMFrM (27 5 ) foi particionado
respectivamente com. hexano, clorofdrmio
g acetato de efila

! ! 1

Farticdo hexano. Farticao
PHFry, 9,53 g) clorofdrmio:
PCFrM; 1,08 o)

Farticao acetato de
etila: PAEFrM; 230

mg)

1

| |

Furificagéo em CiC da
PHFrM (2 5 q) em
silica gel (5212 g)

Furificagio em CC da
PCFrM {100 mg) em

silica gel (717 )

Furificagao em CC da
PAEFrM (100 mg)
em silica gel (6,19 q)

!

|

!

Eluente- hexanao:
acetato de etila.
Obtendo-se 48 fragdes
reunidas

Eluente- clorofdrmic:
acetato de etila (50:50).
Obtendo-se 9 fracdes
reunidas

Eluente- clorofdrmic:
acetato de efila (50:50).
Obtendo-se 4 fragdes
raunidas

Y

!

l

As fracdes F180) (p. f
182-1684%2) e F41D,
foram  enviadas para
analise em RMN 13C e
H

A fracao FZE (dleg
amarelo-esverdeado)
foi enviada para analise
em RMN 13C & 'H

A fracdo F2F (dleo
amarelo) foi  enviada
para analise em RMN
BCe'H

Fluxograma 9: Obtencado e purificagdo do extrato metandlico dos frutos

maduros e secos de Hancornia speciosa Gomes
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4.11 Obtengdo dos extratos hexanicos e metandlicos das

folhas e dos ramos de Hancornia speciosa Gomes

As folhas e os ramos secos em estufa (40°C, 48 h) foram triturados
e imersos em solventes apropriados, inicialmente em hexano [folhas (301,9
g) em 1,0 L de hexano; ramos (2354 g) em 1,0 L de hexano] e
posteriormente com metanol (1,0 L), obtendo-se assim dois extratos
hexanicos: um das folhas (EHF; 13,1 g) e outro dos ramos (EHR; 6,5 g) e
dois extratos metandlicos um das folhas (EMF; 34,3 g) e outro dos ramos
(EMR; 28,6 g) (Fluxograma 10).

Folhas (3019 g) e Ramos (2354 g)
de H speciosa [secos em estufa

(409 48 0]
As folhas e 0s ramos foram triturados e
imersos  separadaments em  hexano
(1.0L)
1 Extrato  Hexdnico
das Folhas (EHF,
Fosteriormente foram Imersos 131 o) e Extrato
separadamente em metanol (1,0 L) Hexénico dos
FRamos (EHR; 65
g)
Extrato  Metandlico

das Folhas (EMF;
343 g e Extrato

Metandlico dos
Famos (EMR;, 286
q)

Fluxograma 10: Obtengdo dos extratos hexanicos e metandlicos das folhas

e dos ramos de Hancornia speciosa Gomes
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4.12 Purificagdo do extrato hexanico das folhas (EHF)

Parte do extrato hexanico das folhas de Hancornia speciosa Gomes
(1,28 g) foi purificado utilizando-se cromatografia em coluna de silica gel
(51,4 g), 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-se com metanol. Foram coletadas 669 fragdes num
volume de 5 mL, posteriormente reunidas em 31 grupos, com base nos
seus respectivos vaolres de RFs, quando analisadas por CCDC. E
importante mencionar que estdo representadas apenas as amostras
reunidas, por isso a falta de sequéncia relativa aos seus numeros de
fracoes.

Desta forma foram reunidas 31 fragdes: 30-102 (F1G; 19,0 mg); 103-
112 (F2G; 1,0 mg);113-140 (F3G; 1,7 mg); 139-164 (F4G; 0,5 mg); 165-184
(F5G; 0,7 mg); 185-200 (F6G; 0,3 mg); 201-216 (F8G; 1,1mg), 222-225
(FOG; 70,1mg); 240-255 (F10G; 13,0mg); 258-273 (F11G; 13,8 mg); 276-294
(F12G; 11,6 mg); 300-315 (F13G; 37,3mg);316-333 (F14G; 78,8 mg); 334-
355 (F15G; 128,6 mg); 356-374 (F16G; 17,9mg); 375-383 (F17G; 4,5 mg);
385-409 (F18G; 18,4 mg); 410-425 (F19G; 28,8 mg); 426-450 (F20G; 27,4
mg); 451-460 (F21G; 7,0 mg); 461-476 (F22G; 9,0 mg); 477-498 (F23G; 32,8
mg); 499-545 (F24G; 25,2 mg); 546-549 (F25G; 1,2 mg); 550-566 (F26G;
26,9 mg); 567-385 (F27G; 12,4mg); 586-601 (F28G; 8,5 mg); 602-619
(F29G; 26,8 mg); 620-660 (F30G; 18,8 mg); 661-669 (F31G; 26,0 mg).
Finalizou-se a coluna com 100% de acetato de etila: 670 (F32G; 58,2 mg) e
em seguida com 100% de metanol: 671 (F33G; 163,9 mg). As fragdes FIG
(p.f. 63,7-65,5°C), F11G (p.f. 224,7-228,0°C) e F13G (p.f. 36,5-39,3°C) foram

enviadas para analise de RMN de "H e "*C (Fluxograma 11).
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Furificagdo  do  Extrato  Hexanico das
Faolhas (EHF; 128 g) em CC de silica gel

(514 al
|

Eluente- hexano: acetato de etila em ordem
crescente de polaridade, obtendo-se 33
frages reunidas

As fractes FOG (p f 637-655°C), F116G (o.f
224 7-2280°C) e F13G (pf 36 5-383%C)
foram enviadas para andlise de RMN de 13C
1H

Fluxograma 11: Purificacdo do extrato hexanico das folhas (EHF) de

Hancornia speciosa Gomes

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SUBSTANCIAS OBTIDAS DE HANCORNIA
SPECIOSA GOMES

O estudo quimico do extrato cloroférmico do latex dos frutos verdes,
das particdes hexanicas dos frutos maduros e secos e das folhas permitiu o

isolamento das seguintes substancias:
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Fracado F1A (603,7 mg) e F13G (37,3
mg) pf (55,1-55,9 °C), sdlido branco
4 (a) amorfo, isoladas respectivamente do
1 extrato cloroformico do latex dos
frutos (ECLFr) e da particao hexanica
das folhas (EHF)

Ri=H n=12 (1),
Ri= OH n=12 (2

—

-
~
—
1
N
—
»
—_
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<
—
(0]
—
\‘
=

Fracdo F4A* (354,9 mg) e F18*D
(126,9 mg) pf (112,6-114,5* e 162-
164** °C), sodlido branco cristalino,
isoladas respectivamente do extrato
cloroformico do latex dos frutos
(ECLFr) e da partigdo hexénica dos
frutos maduros e secos (PHFrM)
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Fragdo F12A (132,0 mg) pf (83-85 °C),
solido branco cristalino, isolada do
extrato cloroférmico do latex dos frutos
(ECLFr)

Fracdo F12B (30,6 mg), oleo
amarelo, isolada do extrato
metandlico acetilado dos frutos
verdes e sem latex (EMFrV)

(12)

5.2 Identificagdo Estrutural das substancias 1, 2, 3, 4, 5,
6e7

As substancias 1, 4, 3, 4, 5, 6 e 7 foram obtidas como uma mistura
isoladas através do fracionamento do extrato cloroférmico do latex dos
frutos verdes (ELFr) de Hancornia speciosa Gomes como um solido branco
amorfo (F1A; 603,7 mg). A identificagao foi baseada na analise dos dados
espectrais de RMN 1D ( *H, *C, DEPT 135), CG-EM, IV e comparagdo com
dados da literatura.

No espetro de absorgdo na regiao do infravermelho (IV) (Figura 19),
destacaram-se as bandas referentes a: O-H v 3486 cm™; -CH3 v 2930 cm™; -
CH, v 2854 cm™; carbonila de éster em v 1726 cm™; C=C v 1708 cm™ e
(CH2), v 718 cm™.

A andlise dos sinais no espectro de RMN "H (Tabela 6, Figura 20 e

21) mostrou a presenca de sete singletos referentes as metilas de esqueleto
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do tipo Ilupanico em o6 0,85 1,03; 0,84; 0,88; 0,94; 0,79 ppm,
correspondentes as metilas angulares em C-23, C-24, C-25, C-26, C-27, C-
28, respectivamente, e uma metila em 061,68 ppm (Figura 22),
correspondendo a metila vinilica em C-30. A presenga de um multipleto em
6 2,52-2,32 ppm (Figura 23) referente ao hidrogénio do C-19. A presenca de
um multipleto em 84,57-4,52 ppm (Figura 23), indica a presenga de
diferentes grupos acila ligados ao atomo de carbono carbindlico em C-3. Os
hidrogénios da posicao C-29 (dupla terminal) foram evidenciados pela

presenca de um multipleto em § 4,57-4,52 ppm referente ao H-29a, e um
dubleto em 84,69 ppm (1H, J= 2,0 Hz) referente ao H-29b (Figura 23).

Além destes sinais foi observado, um singleto largo em & 1,25 ppm (Figura
22) relativo aos hidrogénios metilénicos da porcao acila ligada ao carbono
carbindlico em C-3.

Em relagéo ao espectro de RMN "°C totalmente desacoplado (Tabela 6
e Figura 24) e DEPT (90° e 135°) (Tabela 6 e Figura 26), foi observado
sinais caracteristicos de esqueletos do tipo lupanico em & 81,4; 48,0; 150,9 e
109,4 ppm, referentes aos carbonos: C-3, C-19, C-20 e C-29
respectivamente. Além destes valores que caracterizam o esqueleto do
Lupeol, valores em o 172, 9 ppm, referente ao carbono C-1’, caracteristico
de uma carbonila do tipo éster e em o 68,2 ppm (Figura 25), relativo ao
carbono C-3’, contendo um grupo hidroxila, mostrando que ésteres
hidroxilados estao também presentes na fracdo 1A.

Finalmente, baseado nestes dados experimentais e comparando-os
com os da literatura B7* concluimos que se tratava de uma mistura de
ésteres 3-B-O-acil lupeol (Figura 28).

Os grupos acila nos ésteres foram identificados também através de
anadlise por CG-EM dos ésteres metilicos preparados pela reacao de
transesterificaggo em HCI/MeOH do produto natural (Figura 16). Os
espectros de massas (Figura 29, Anexo A) dos 7 principais picos
observados no cromatograma (Figura 30) foram analisados a partir dos ions
caracteristicos: m/z 74 e 87 e m/z 103 (Figura 31) usados para caracterizar

as porcdes acila (Tabela 7). Na auséncia do ion molecular para ésteres
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derivados de acidos graxos contendo um grupo hidroxila em C-3’ utilizou-se

o ion [M-18] correspondente a perda de uma molécula de agua.

Ry=H n=12 (1), 14 (4)
Ry= OH n=12 (2), 14 (

5), 16 (6), 18 (7)

Figura 28: Mistura de ésteres 3-B-O-acil lupeol isolados do extrato

cloroférmico do latex dos frutos verdes de Hancornia speciosa Gomes
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Figura 29: Espectros de massas dos ésteres metilicos identificados por CG-
EM
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Figura 30: Cromatograma (CG-EM) dos ésteres metilicos obtidos apds

hidrolise da mistura de ésteres 3-B-O-acil do lupeol
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Figura 31: Principais ions caracteristicos utilizados na analise dos ésteres

metilicos: m/z 74 e 87 e m/z 103
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Tabela 7: Identificacdo dos ésteres metilicos (F1A) a partir dos dados de

CG-EM apés hidrolise da mistura de ésteres 3--O- acil lupeol

CG _EM (M
Composto Tempo de Abundéancia Intensidade
retencdo relativa (%) m/z relativa (%)
(min)
1 (C16) 16,080 7,82 270 11,43
2 (3'-OH-C16) 16,907 11,80 286 0,08
3 (C18:A%) 17,027 10,92 296 1,87
4 (C18) 17,133 5,00 298 7,36
5 (3’-OH-C18) 17,920 28,54 314 0,28
6 (3'-OH-C20) 18,827 14,16 342 0,03
7 (3’-OH-C22) 19,800 2,27 370 0,04

Com base nos dados espectrais (RMN "H e '®C) e na reagdo de
transesterificagdo com posterior analise por CG-EM obtidos na determinacao
estrutural do ésteres do triterpeno lupeol presentes na mistura, sugerimos as
estruturas destes compostos como sendo: 3-40O-hexadecanoato de lupeoila
(1), 3-4-0O-3'-hidroxihexadecanoato de lupeoila (2), 3-4-0-9-octadecenoato
de lupeoila(3), 3-pO-octadecanoato de Ilupeoila (4), 3-p0-3-
hidroxioctadecanoato de lupeoila (5) 3-4-0-3'-hidroxiicosanoato de lupeoila
(6) e 3-4-0O-3'- hidroxidocosanoato de lupeoila (7) (Figura 32).
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14

3- B- O- 3'- hidroxioctadecanoato de lupeolila

3- B- O- 3'- hidroxidocosanoato de lupeolila

Figura 32: Esteres 3-B-O-acil lupeol isolados do extrato cloroférmico do latex

dos frutos verdes de Hancornia speciosa Gomes
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A fracdo 13G obtida a partir da coluna cromatografica do purificagcao
do extrato hexanico das folhas (EHF) de Hancornia speciosa, foi identificada
como sendo também uma mistura de ésteres 3-B-O-acil lupeol (Figura 28).
A identificacdo foi baseada na analise dos dados espectrais (RMN *H, *C,
DEPT e IV) e comparagdo com dados da literatura "%, Devido a pequena
quantidade isolada (37,3 mg) e a impossibilidade de se reisolar estas
substancias, os grupos acila nos ésteres ndo puderam ser identificados
através de analise por CG-EM dos ésteres metilicos preparados pela reacéo

de transesterificacdo em HCI/MeOH.

Tabela 6: Dados de RMN 'H (CDCls;, 500 MHz) e "*C (CDCls, 125,7 MHz)
das substancias 1, 2, 3,4, 5,6 e 7 (F1A)

Carbono & (ppm) 3 (ppm)** DEPT
1 38,3 - CH,
2 23,7 - CH,
3 81,4% 4,57-4,52 (m) CH
4 37,8 - Co
5 55,4 - CH
6 18,2 - CH,
7 34,2 - CH,
8 40,8 - Co
9 50,3 - CH
10 37,7 - Co
11 20,9 - CH,
12 25,1 - CH,
13 38,0 - CH
14 42,8 - Co
15 27 4 - CH,
16 35,5 - CH,
17 43,0 - Co
18 48,3 - CH
19 48,0 2,52-2,32 (m) CH
20 150,9% - Co
21 29,8 - CH,
22 40,0 - CH,
23 28,0 0,85 (s) CHs
24 15,9 1,03 (s) CHs
25 16,1 0,84 (s) CHs

69



Estudo Fitoquimico de Hancornia speciosa Gomes

26 16,6 0,88 (s) CHs
27 14,5 0,94 (s) CHs
28 18,0 0,79 (s) CHs
29a 109,4*  4,57-4,52 (m) CH,
29b 109,4* 4,69 (d,J=2,00 CH,
30 19,3 1,68 (s) CHs

1 172,9% - Co
2’ 41,6 2,34-2,29 (m) CH,
3 68,2% 1,25 (sl) CH
4 36,5 1,25 (sl) CH,
5 25,5 1,25 (sl) CH,
6’ 29,7-29,4 1,25 (sl) CH,
7 29,7-29,4 1,25 (sl) CH,

8-177  29,7-29.4 1,25 (sl) CH,
18’ 31,9 1,25 (sl) CH,
19’ 22,7 1,25 (sl) CH,
20 14,1 0,92 (sl) CHs

! Os valores em parénteses representam a multiciplicidade e as constantes de
acoplamento em Hz, respectivamente.

* Os espacos em branco correspondem aos sinais que nao puderam ser identificados
no espectro, por apresentarem deslocamentos quimicos de hidrogénio muito préximos.

* Valores de deslocamentos qguimicos caracteristicos que permitiram a identificagcao
das substancias 1, 2, 3,4,5,6 e 7.

70



Estudo Fitoquimico de Hancornia speciosa Gomes

80 -

R1=H n=12 {1}, 14 {4
70 4 R+1= OH n=12 {2}, 14{5), 16 {G), 18 {F)

BO -
50 -
40 4

30

Transmitancia [(%)

20 o

10

0 4+——
4000 3500

T T T T T T
a0oo 2500 2000 1500 1000 &00

Numero de onda {cm )

Figura 19: Espectro de absorg¢ao na regido do infravermelho (1V) (pastilha de
KBr) das substancias 1, 2, 3,4,5,6e 7
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7 TR T
. Sergio/Paulo C.C.H(F28-87)/c8c13 JuntZsafti

Fulse Sequence: sipul
Solvent: CDC13

Ambient temperature
IMOVA-508  “inovasoo®

.BB2E704 WHz
(A PROCESS!
ne broadsning 0.2 W2

L
FT size §5538
Total time 1 win, 45 gec

R= ‘(\JI\)'%{
n
R-H n(2,14)
o Ri=0H n (2,14, 18)
o
RJI\ iz W
Iy 7 5

U o KML.

— T T T T
7 [ 5 4 3 2 1 -B ppm
pa s —— [ —
0.6 o 2.83 5 a5.47
1.38 0.54 85 52.81

Figura 20: Espectro de RMN 'H das substancias 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 (CDCl5,

500 MHz)

Sergio/Paulo C.C.H(F29-37)/cdc1S junezsafHi
Pulse Sequence: s2pul

T
ppm

6 e 7 (CDCls, 500 MHz)

Figura 21: Ampliagdo do espectro de RMN 'H das substancias 1, 2, 3, 4, 5,
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?/
sergio/Pau
ulse Sequence: s2pul

10 C.C.H(F28-87)/cdc)3 jund2safii

T T T T T T T T T T T T
! ! 65 1.60 1.55 1.s50 1.45 1.4 1.3% 1.30 1.25 1.29 ppm

1.75 1.780 1.

Figura 22: Ampliagdo do espectro de RMN 'H das substancias 1, 2, 3, 4, 5,

67 (CDCls, 500 MHz)

i o,
” o
e |
: i.4 T | | |
2.k = |
| [
| I | |
J N7
e
s — ._J'_\m_,..-——____"’t\_. l\-\. e g e e e S \'\--._ﬂ" —
Tl sla s s 5.1 5 a3 P s &5  ppa

Figura 23: Ampliacao do espectro de RMN 'H das substancias 1, 2, 3, 4, 5,
6 e 7 (CDCl3, 500 MHz)
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sergio/Paule C.C.H{F28-37)/cdc13 junb2safCl

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: COCI3
Ambient tesperature
=87

User: 1=td=B
INOVA-500  “inova500"
Relax. delay 1.500 sec
Pulse 45 ¢

Ace. time 1.0Z3 sec

Width 31508.5 Hz

832 rapetitio

OBSERVE  C13, 125.5955981 WHZ
DECOUPLE_ N1, 499 8851633 MHz

cont inuously on
WALTZ=16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz 1
FT sfize 65536 i
Total time 3 hr, 31 min, 6 sec 1

K1 0
L MJ\/H}(
n
Ri-H n(12,14)
R1-OH 1 (12, 14, 16}
#]
Lo W
7 5
Y e R 0 aaa:
2zo zZoo 180 160 149 120 100 80

Figura 24: Espectro de RMN "°C das substancias 1, 2, 3, 4,5, 6 e 7 (CDCls;
125,7 MHz)

Sergio/Paulo C.C.H(F29-37)/cdci3 juno2safcl
Pulse Sequence: s2pu)

68 66 [T 6z 60 58 96 54 52 S50 48 46 44 HHLIZ”I”“”I[;;JIFH

Figura 25: Ampliagdo do espectro de RMN "°C das substancias 1, 2, 3, 4, 5,
67 (CDCly; 125,7 MHz)
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sergio/Paule C.C.H(F29-37)/cocis jund2safDl

PUlse Sequence: dept
Solvent: cdcld

ent temparaturs
INOVA=500 “Inova$0p™

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 9

256 repetitions

OBSERVE C13, 125.6955984 WHz
DECOUFLE H1, 499.8851633 WHz
Power 37 dB

on during acquisition

of f during dela

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSTMG

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65538

Total time 26 min, 24 sec

DEPT (CH e CH,)

CH,

90°

DEPT (CH)

T T T Ty

[aansasasas) T T T T T T T T g T v ey
228 2nn 180 160 140 120 100 &0 111 40

Figura 26: Experimento DEPT 135° e 90° das substancias 1, 2, 3,4,5,6e 7

Sergio/Paulo C.C.H(F29-37)/cdct3 jun0ZsafD. 1

Pulse Sequence: dept

a1 " " .

ppm

Figura 27: Ampliagao do experimento DEPT 135° e 90° das substancias 1,
2,3,4,5,6e7
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5.3 Identificagdo Estrutural das substdncias 8,9 e 10

As substancias 8, 9 e 10 foram obtidas como uma mistura isolada
através do fracionamento do extrato cloroférmico do latex dos frutos verdes
de Hancornia speciosa Gomes, sendo obtida como um solido cristalino
branco (F4A; 354,9 mg). A identificacdo foi baseada na andlise dos dados
espectrais de RMN 1D ( *H, 3¢, DEPT 135), IV e comparagao com dados da
literatura.

No espetro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) (Figura 33),
destacaram-se as bandas referentes a: O-H v 3410 cm™; -CH3 v 2936 cm™; -
CH, v 2876 cm™ e sinais em v 1704 e 1652 cm™ referentes & presenca de
ligagdo dupla.

A grande incidéncia de sinais na regido entre 5 1,54 e 0,73 ppm
referente ao deslocamento quimico de hidrogénios do tipo olefinicos e
carbindlicos (Tabelas 8 e 9; Figuras 34 e 35), indicou a presenca de uma
mistura de triterpenos.

Triterpenos sao facilmente encontrados na natureza e quando se
utiizam as técnicas cromatograficas usuais, raramente consegue-se 0
isolamento destes triterpenos puros, sendo estes, portanto, obtidos quase
sempre na forma de misturas de dificil resolugdo. A literatura ainda relata
que misturas triterpénicas desta classe sado frequentemente tidas como
substancias puras sendo seu fracionamento considerado inviavel 9.

Continuando a analise dos dados de hidrogénio do espectro de RMN 'H
(Tabela 8 e 9; Figura 34), observou-se dois tripletos de hidrogénios vinilicos
centrados em & 5,19 ppm (1H, J= 3,50 Hz) e 5,13 ppm (1H, J= 3,50 Hz)
integrando para um hidrogénio (C-12) (Figura 36), além dos sinais dos
hidrogénios carbindlicos (C-3) em 3,25-318 ppm (1H, m) (Figura 37).

Em relagdo a analise dos dados de carbonos do espectro de RMN *C
(Tabela 8 e 9; Figura 38) e DEPT (90° e 135°) ( Tabela 8 e 9; Figura 41),
foi observado sinais em & 124,4; 139,5; 39,6; 39,6 e 17,4 ppm, referentes

aos carbonos C-12, C-13, C-19, C-20 e C-29 respectivamente para a a-

amirina (8) e sinais em 6 121,7; 145,2; 46,8; 31,1 e 33,3 ppm, referentes aos
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carbonos C-12, C-13 C-19, C-20 e C-29 respectivamente para a - amirina
(9) (Figuras 39 e 40).

No caso do lupeol (10), que é um triterpeno pertencente a classe dos
lupanos. A andlise dos sinais do espectro de RMN 'H (Tabela 10 e Figura
34) mostrou a presencga de sete singletos, seis deles referentes as metilas
de esqueleto lupanico em § 0,77; 0,84; 0,97; 1,02; 0,95; 0,80 ppm (Figura
35), correspondentes as metilas angulares em C-23, C-24, C-25, C-26, C-27,
C-28, respectivamente, e uma em 4 1,69 ppm (Figura 35) correspondendo a
metila vinilica em C-30 . A presenca de um multipleto em § 3,25-3,18 ppm
(Figura 37), refere-se ao hidrogénio carbindlico em C-3. A presenga de um
triplo dubleto em & 2,38 ppm referente ao hidrogénio do C-19 (Figura 37).
Os hidrogénios da posigao C-29 (dupla terminal) foram evidenciados pela
presengca de um duplo dubleto em & 4,57 ppm (1H, J= 2,5 e 1,0 Hz)
referente ao H-29a, e um dubleto em & 4,69 ppm (1H, J= 2,5 Hz) referente
ao H-29b (Figura 36).

Em relagdo ao espectro de RMN °C totalmente desacoplado (Tabela
10 e Figura 38) e DEPT (90° e 135°) (Tabela 10 e Figura 41) , foi observado
sinais em o 78,9; 47,9; 150,9 e 109,3 ppm referentes aos carbonos C-3, C-
19, C-20 e C-29 respectivamente, comprovando com mais precisao a
presenca deste triterpeno nesta mistura. Sendo assim, a elucidagao

estrutural para a fracdo 4A indicou a presenga de uma mistura de triterpenos

contendo -, B-amirina (8 e 9, respectivamente) e Lupeol (10) (Figura 42) '*
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Figura 42: Mistura de triterpenos pentaciclicos isolados do latex dos frutos

verdes de Hancornia speciosa Gomes

A fragdo 18D obtida a partir da coluna cromatografica de puriifcagao
da particdo hexanica dos frutos maduros e secos (PHFrM) de Hancornia
speciosa Gomes, foi identificada também como sendo uma mistura de
triterpenos pentaciclicos: a-amirina (8), p-amirina (9) e lupeol (10) (Figura
42). A identificacdo foi baseada na analise dos dados espectrais (RMN *H,

3C, DEPT 90° e 135° e 1V) e comparagédo com dados da literatura 172,
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Tabela 8: Dados de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) e *C (CDCls, 125,7 MHz) da

substancia 8 na mistura de triterpenos (F4A)

Carbono dc 3u (ppm)** DEPT
(ppm)
1 38,7 - CH,
2 27,2 - CH,
3 79,0% 3,25-318 (m) CH
4 38,8 - Co
5 55,1 - CH
6 18,3 - CH,
7 32,9 - CH,
8 39,7 - Co
9 47,7 - CH
10 36,8 - Co
11 23,3 - CH,
12 124,4* 513 (t, J= 3,50) CH
13 139,5" - Co
14 42,0 - Co
15 28,1 - CH,
16 26,5 - CH,
17 33,7 - Co
18 59,0 - CH
19 39,6" - CH
20 39,6" - CH
21 31,2 - CH,
22 41,5 - CH,
23 28,1 - CH;
24 15,6 - CH;
25 15,6 - CH;
26 16,8 - CH;
27 23,3 - CH;
28 28,7 - CH;
29 17,4% - CH;
30 21,4 - CH;

! Os valores em parénteses representam a multiciplicidade e as constantes de
acoplamento em Hz, respectivamente.

* Os espacos em branco correspondem aos sinais que ndo puderam ser identificados
no espectro, por apresentarem deslocamentos quimicos de hidrogénio muito préximos.

*Valores de deslocamentos guimicos caracteristicos que permitiram a identificagcdo da
substéncia 8.
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Tabela 9: Dados de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) e *C (CDCls, 125,7 MHz) da
substancia 9 na mistura de triterpenos (F4A)

NRONNNNNNNN S = a3 33
OCONONRRON-COONODTRONAOOI®NDDARWN =

Carbono 3c (ppm) 3y (ppm)** DEPT
38,7 - CH,
27,2 - CH,
79,0% 3,25-318 (m) CH
38,9 - Co
55,1 - CH
18,3 - CH,
32,6 - CH,
38,9 - Co
47,6 - CH
36,9 - Co
23,5 - CH,

121,7% 519 (t, J=3,50) CH
145,2* - Co
41,7 - Co
26,1 - CH,
26,9 - CH,
32,5 - Co
47,2 - CH
46,8" - CH,
31,1* - Co
34,7 - CH,
37,1 - CH,
28,1 - CH;
15,6 - CH;
15,5 - CH;
16,8 - CH;
25,9 - CH;
28,4 - CH;
33,3 - CH;
23,6 - CH,

30

! Os valores em parénteses

representam a multiciplicidade e as constantes de

acoplamento em Hz, respectivamente.
* Os espacos em branco correspondem aos sinais que ndo puderam ser identificados
no espectro, por apresentarem deslocamentos quimicos de hidrogénio muito préximos.

# o o o . o
Valores de deslocamentos quimicos caracteristicos que permitiram a identificacdo da

substancia 9.
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Tabela 10: Dados de RMN "H (CDCls, 500 MHz) e *C (CDCls, 125,7 MHz)

da substancia 10 na mistura de triterpenos (F4A)

Carbono 3c (ppm) 3u (ppm)** DEPT
1 38,7 - CH,
2 27,4 - CH,
3 78,9* CH

3,25-3,18 (m)
4 38,8 - Co
5 55,3 - CH
6 18,3 - CH,
7 34,2 - CH,
8 40,8 - Co
9 50,4 - CH
10 37,1 - Co
11 20,8 - CH,
12 25,1 - CH,
13 38,0 - CH
14 42,8 - Co
15 27,4 - CH,
16 35,5 - CH,
17 42,9 - Co
18 48,2 - CH
19 47,9 2,38 (td, J=11,0e  CH
5,5)
20 150,9% - Co
21 29,8 - CH,
22 39,9 - CH,
23 27,9 0,77 (s) CHs
24 15,3 0,84 (s) CH,
25 16,1 0,97 (s) CHs
26 15,9 1,02 (s) CH,
27 14,5 0,95 (s) CHs
28 17,9 0,80 (s) CH,
29a 109,3* 4,57 (dd,J=2,5e  CH,
1,0)

29b 109,3" 4,69 (d, J=2,5) CH,
30 19,3 1,69 (s) CH,

! Os valores em parénteses representam a multiciplicidade e as constantes de
acoplamento em Hz, respectivamente.

* Os espacos em branco correspondem aos sinais que ndo puderam ser identificados
no espectro, por apresentarem deslocamentos quimicos de hidrogénio muito préximos.

*Valores de deslocamentos guimicos caracteristicos que permitiram a identificagcdo da
substancia 10.
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Figura 33: Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) (pastilha de
KBr) das substancias 8, 9 e 10
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valeria paulo-1 cdcl3 outiZajmH
Pulse Sequence: s2pul

: CDe13
Ambient temperature
File: outl7ajmh
INOVA-500 “nersun”

Pulte 30.0 degrees
Acq. time 3,

Width 10000.0

32 repetitions

OBSERVE H1, 499.8827596 MHz 3
DATA PROCESSING

Line proadening 0.2 Mz HO
FT size 65536

Total time 1 min, 45 sec

- amirina p-amirina

- L I L —r T T T T T
14 iz 10 -3 6 4 2 []

Figura 34: Espectro de RMN "H das substancias 8, 9 e 10 (CDCls, 500 MHz)

o

0.5 ppm

T T T T T T T I
2.9 1.8 1.6 14116 1.2 I 1.‘0 : 8.8

FigUra 35: Ampliacdo do espectro de RMN 'H das substancias 8, 9 e 10
(CDCl3, 500 MHz)
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A L

i T T T T T T T
5.3 5.2 1.55 5.1 5.0 4.9 4.8 a7 4.5 110 4.5 ppm

Figura 36: Ampliagdo do espectro de RMN 'H das substancias 8, 9 e 10-

(CDCls, 500 MHz)

I
—
/
s
| —r—— T S e e e e e
3.3 FR7) 3.1 3.0 2.9 z.8 2.7 2.6 2.5 7.4 ppm
1.38

Figura 37: Ampliagao do espectro de RMN 'H das substancias 8, 9 e 10
(CDCl3, 500 MHz)
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valeria paulo-1 cdcid outilajeC
Pulse Sequence: sZpul

Relax. delay 1.580 sec
Pulss 45.0 degress

Acg. tise 1.024 sec

Vidin 815085 Wz

2248 repetitions

OBSERVE C13, 125.6856220 WNHZ
DECOUPLE W1, 499.8852559 MHx
Power 37 a8

continucusly on
WALTZ-16 sodulated

DATA PROCESSIMNG

Line broadening 1.0 Hz

FT si20 65536

Tota) time 3 hr, 31 ain, & sec

a- amirina B-amirina

ot T [T T T T T T T T T T T g T
220 200 180 160 149 1z2e 100 a0 61 a0 20 ] ppm

Figura 38: Espectro de RMN "°C das substancias 8, 9 e 10 (CDCls; 125,7
MHz)

T T T T T T
80.0 79.5 79.0 78.5 78.0 77.5 77.0 76.5 ppm

u mm i e
Lahingls L onan his L i A L Las " " e i Al b abis Al taac il

T T T T T T T T T T
150 145 140 135 130 128 126 115 110 ppm

Figura 39: Ampliacdo do espectro de RMN "°C das substancias 8, 9 e 10
(CDCl3; 125,7 MHz)
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T T T T T T T T UMARARIAA ARRRE T Ty T T T T T T T Aaaan: T
42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 ppm
T T T T T T T T T T T T T
59 58 57 56 55 54 53 52 51 so 43 48 47 ppm

-

Figura 40: Ampliagdo do espectro de RMN "°C das substancias 8, 9 e 10
(CDCls; 125,7 MHz)

/

1
By el

File: outiiajmd

INoRSsEe Tmers a-amirina (8): R=H, R1:zCH,
:G:IN.,:I;I: 2.000 sec
ca; tins 1:034 sac B-amirina (9): R=CH,, RizH
Width 29618.7 Hz
1248 repetitions

OBSERVE €13, 125.6856228 WHz
DECOUPLE  Hi, 433 8852553 WHz
Powar 37 B

on during acquicits
off_during del
WALTZ-16 modulated
DATA

Line broadening 1.0 #:
FT size B5S:

1358°

PROCESSING ‘ ‘

I

DEPT (CH e CH,)

CHzl

DEPT (C

| |
|

—

60 an 20 ppm

90°

NSRRI ORIORN |

e o e R S S R R RN

100 &0

H)

T

T T T [T
200 180 160 140

Figura 41: Experimento DEPT 135° e 90° das substancias 8, 9 e 10
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5.4 Identificagdo Estrutural da substancia 171

A substancia 11 foi isolada através do fracionamento do extrato do
latex dos frutos verdes de Hancornia speciosa e obtido como um sélido
branco cristalino (F12A; 132 mg). A identificagao foi baseada na analise dos
dados espectrais de RMN 1D ( 'H e 13‘C), IV e comparacao com dados da
literatura.

No espectro de absorg¢ao na regiao do infravermelho (IV) (Figura 43),
destacaram-se as bandas referentes a: O-H v 3472 cm™; -CH3 v 2926 cm’™; -
CH,v 2854 cm™; carbonila de éster em v 1720 cm™ e C=C v 1700 cm™.

A andlise dos sinais no espectro de RMN "H (Tabela 11 e Figura 44)
mostrou a presengca de sete singletos, seis referentes as metilas do
esqueleto lupanico em § 0,73; 0,84; 1,00; 1,03; 0,94 e 0,78 ppm (Figura 45),
correspondentes as metilas angulares em C-23, C-24, C-25, C-26, C-27 e C-

28, respectivamente, e uma em 3 1,67 ppm (Figura 45), correspondendo a
metila vinilica em C-30. A presenga de um multipleto em & 4,47-4,52 ppm,
referente ao acoplamento do hidrogénio carbindlico da posicdo C-3 com os
hidrogénios da posigéo C-2, além de indicar a presenca de uma porgao acila
ligada em C-3 (Figura 46). Os hidrogénios da posicdo C-29 (dupla terminal)
foram evidenciados pela presenca de um singleto largo em & 4,54 ppm
referente ao H-29a, e um dubleto em & 4,67 ppm (1H, J= 2,4 Hz) referente
ao H-29b (Anexo C, Fig. 21, Pag. 84). Um singleto largo em & 1,25 ppm
(Figura 46), caracteriza a presenca de hidrogénios de carbonos do tipo
metilénicos referente a porgao acila ligada ao carbono carbindlico em C-3.
Um dubleto em 82,44 ppm (J= 5,4 Hz) (Figura 47) é relativo a um
acoplamento do tipo geminal dos hidrogénios em C-2'. Por fim, foram
observados dois multipletos: um em 064,26-4,16 ppm, referente ao
hidrogénio hidroxilico em C-3’e outro em & 3,81 ppm, referente ao hidrogénio
hidroxilico da posi¢céo C-5 (Figura 46).

Em relacdo ao espectro de RMN "C totalmente desacoplado (Tabela

11 e Figura 48) , foi observado sinais caracteristicos do esqueleto do lupeol
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em 6 81,9; 48,5; 151,7 e 109,6 ppm referentes aos carbonos C-3, C-19, C-20
e C-29, respectivamente. A presenga dos sinais em o (ppm) 42,7; 43,0; 69,9;
72,7 e 172,7 foram atribuidos aos carbonos C-2’, C-4’, C-3', C-5 e C-1’,
respectivamente, sendo compativeis com a presenga dos dois grupos
hidroxilas na porgao acila do éster do lupeol.

Finalmente, baseado nestes dados experimentais e comparando-os
com os da literatura "8 concluimos que se tratava do éster diidroxilado 3-

B-O-acil lupeol (Figura 50).

s

N
-~

Figura 50: Ester diidroxilado 3-B-O-acil lupeol isolado do latex dos frutos

verdes de Hancornia speciosa Gomes

5.5 Identificagdo da porgdo acila do éster diidroxilado do

Lupeol da substancia 11 por C6-EM

Para a identificacdo da porcdo acila foi feita uma reacdo de
transesterificagdo do produto natural, utilizando H,SO, em MeOH, sendo o
produto da reagdao obtido analisado através de CG-EM. A andlise do
espectro de massas da substancia 11, revelou a presenca do pico base m/z
97 e do pico do ion molecular m/z 308 (M™) (Figura 51, Anexo A), sendo

consistente com a estrutura da 4-lactona o,p-insaturada [11a’] (Figura 17).
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LUPEOL

Figura 17: Reagao de metandlise acida do éster diidroxilado 3-p-O-acil

lupeol
K 97 He O 0
% oo ® A1
m/z 97
50-
3
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0 125 143 167181 20703 o4 om1 pg
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Figura 51: Espectro de massas obtido por CG-EM do éster diidroxilado

A formacao desta d-lactona o,B-insaturada (11a’) apds metandlise

acida do produto natural pode ser racionalizada pelo ataque do grupo

hidroxila localizado em C-5 ao atomo de carbono da carbonila (C-1’) do

grupo carboxila protonado, seguido pela desidratacdo catalisada por acido

da hidroxila em C-3’ (Figura 52). Desta forma, com os dados obtidos

podemos sugerir a estrutura da substancia 11 como sendo o 3--O-3',5-

diidroxiicosanoato de lupeolila (Figura 53).
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Figura 52: Mecanismo de formagéao da d-lactona a,fB-insaturada (11 a’)

Figura 53: 3-p-0O-3’,5'-diidroxiicosanoato de lupeolila

Tabela 11: Dados de RMN "H (CD3COCDs, 300 MHz) e *C (CD3COCDs, 75
MHz) da substancia 11 (F12A)

Carbono dc (ppm) Su (ppm)*! DEPT
1 38,9 - CH;
2 24,3 - CH,
3 81,9* 4,47-452 (m) CH
4 38,3 - Co
5 55,8 - CH
6 18,7 - CH,
7 34,7 - CH;
8 41,4 - Co
9 50,8 - CH
10 37,6 - Co
11 21,5 - CH,
12 25,7 - CH,
13 38,6 - CH
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14 414 - Co
15 28,0 - CH,
16 36,1 - CH,
17 43,5 - Co
18 48,8 - CH
19 48,5 2,45-234(m) CH
20 151,7% - Co
21 32,5 - CH,
22 40,5 - CH,
23 28,3 0,73 (s) CHs
24 15,3 0,84 (s) CHs
25 16,5 1,00 (s) CHs
26 16,9 1,03 (s) CHs
27 14,8 0,94 (s) CHs
28 18,3 0,78 (s) CHs
29a 109,6" 4,54 (sl) CH,
29b 109,6" 4,67 (d, J= CH,
2,4)
30 19,5 1,67 (s) CHs
1’ 172,7% - Co
2’ 42,7 2,44 (d, J= CH,
5,4)
3 69,9% 4,26-4,16 (m) CH
4 43,0 1,40-136 (m)  CH,
5 72, 7% 3,81 (m) CH
6’ 38,5 1,25 (sl) CH,
7 25,9 1,25 (sl) CH,
8-17’ 29,9- 30,2 1,25 (sl) CH,
18’ 30,3 1,25 (sl) CH,
19’ 23,2 1,25 (sl) CH,
20’ 14,4 1,40-136 (m) CHs

! os valores em parénteses representam a multiciplicidade e as constantes de

acoplamento em Hz, respectivamente.
* Os espacos em branco correspondem aos sinais que nao puderam ser identificados
no espectro, por apresentarem deslocamentos quimicos de hidrogénio muito préximos.
*Valores de deslocamentos quimicos caracteristicos que permitiram a identificacdo da
substancia 11.
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Figura 43: Espectro de absorg¢ao na regido do infravermelho (IV) (pastilha de
KBr) da substancia 11
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Figura 45: Ampliacdo do espectro de RMN 'H da substancia 11
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Figura 46: Ampliacdo do espectro de RMN 'H da substancia 11
(CDsCOCD3, 300 MHz)
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Figura 47: Ampliacdo do espectro de RMN 'H da substancia 11
(CD3COCD3, 300 MHz)
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Figura 48: Espectro de RMN "°C da substancia 11 (CD3;COCDs, 75 MHz)
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Figura 49: Ampliagdo do espectro de RMN "°C da substancia 11
(CDsCOCD3, 75 MHz)
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5.6 Identificagdo Estrutural da substancia 12

A substancia 12 foi isolada através do fracionamento do extrato
metanolico acetilado dos frutos verdes e sem latex (EMAfrV) de Hancornia
speciosa Gomes e obtido como um oleo amarelo (F12B; 30,6 mg). A
identificacdo foi baseada na analise dos dados espectrais de RMN 1D (*H e
13C) e comparacdo com dados da literatura.

A analise dos sinais no espectro de RMN 'H (Tabela 12 e Figura 54)
mostrou a presenca de um dubleto em § 5,69 ppm (1H, J°= 3,6 Hz) (Figura
55) referente ao hidrogénio anomérico da porcao glicose em C-1. Também
foi observado um duplo dubleto em & 4,86 ppm (1H, J= 10,4 e 3,6 Hz)
(Figura 55) referente ao hidrogénio da posigdo C-2 e um tripleto em & 5,06
ppm (1H, J=10,0 Hz) (Figura 55), referente ao hidrogénio da posi¢cédo C-4,
sendo que todos estes sinais mencionados estdo relacionados a porcéo

glicolitica da molécula.

Em relagdo aos outros sinais de hidrogénio do primeiro
monossacarideo, a glicose, multipletos em & 4,30- 4,05 e 5,40- 5,29 ppm,
com também os outros hidrogénios pertencentes ao segundo acgucar
substituinte, a frutose, por terem deslocamentos quimicos muito préximos,
apareceram juntos num mesmo envelope de hidrogénios pertencentes a
carbonos do tipo metinicos e metilénicos (Figura 54). Além destes,
observou-se uma grande incidéncia de singletos na regido de 6 2,18-2,02
ppm (Figura 51), relacionados a hidrogénios do tipo metilicos.

A anélise do espectro de RMN '*C totalmente desacoplado (Tabela
12 e Figura 57), nos permitiu identificar sinais entre 6 170,1-169,5 ppm,
referentes as carbonilas das por¢gdes acetiladas do dissacarideo em
questdo. Além destes sinais, foram identificados oito grupos de carbonos
metinicos, dos quais cinco pertencem a porgao glicose, em & 89,9; 70,2;
69,6; 68,4 e 68,1 ppm, referentes aos carbonos: C-1, C-2, C-3, C-4 e C-5,
respectivamente e, trés pertencem ao anel correspondente a porcao frutose,

em o 74,9; 75,6 e 79,1 ppm, referentes aos carbonos: C-3’, C-4’ e C-5,
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respectivamente. Trés grupos de carbonos metilénicos, dos quais um sinal
em d 61,7 ppm, refere-se ao C-6 do anel da glicose e dois pertencentes ao
anel da frutose em 5 62,8 e 63,6 ppm, referentes aos carbonos: C-1’ e C-6,
respectivamente. Um carbono nao oxigenado em & 103,9 ppm, refere-se ao
C-2’. Por fim, dois picos intensos sdo observados em 6 29,7 e 20,6 ppm,
referentes as metilas, provenientes das hidroxilas do agucar que foram
acetiladas.

Finalmente, baseado nos dados experimentais e comparando-0os com
os da literatura "> pudemomos propor a estrutura da substancia 12 como

sendo a sacarose na sua forma peracetilada (Figura 58).

O-p-D-frutofur annsil-{ 2—s D-aD-glicopiranosideo pHMIam'

Figura 58: Sacarose peracetilada (12)
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Tabela 12: Dados de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) e "*C (CDCls, 100 MHz) da

substancia 12

Carbono dc (ppm) 8n (ppm) ** 84 (CHs; ppm) **  DEPT
1 89,9 5,69 (d, J= 3,6) - CH
2 70,2 4,86 (dd, J=10,4 e 2,10 (s) CH
3,6)
3 69,6 - 2,02 (s) CH
4 68,4 5,06 (t, J=10,0) 2,05 (s) CH
5 68,1 ~ — CH
6 61,7 - 2,10 (s) CH;,
1 62,8 - 2,12 (s) CH,
2’ 103,9 - - Co
3 74,9 - 2,18 (s) CH
4 75,6 - 2,11 (s) CH
5 79,1 - - CH
6 63,6 - 2,12 (s) CH;
-CO- 170,1- — - Co
169,5
-COCH3; 29,7 € 20,6 — - CH;

' os valores em parénteses representam a multiciplicidade e as constantes de

acoplamento em Hz, respectivamente.
* Os espacos em branco correspondem aos sinais que ndo puderam ser identificados
no espectro, por apresentarem deslocamentos quimicos de hidrogénio muito préximos.
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Figura 54: Espectro de RMN "H da substancia 12 (CDCls;, 400 MHz)
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Figura 55: Ampliacdo do espectro de RMN 'H da substancia 12 (CDCls, 400

MHz)
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PARTE III Testes bioldgicos
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PARTE lIl: TESTES BIOLOGICOS

1.1 Importdncia

A elucidacdo dos componentes ativos presentes nas plantas, bem
como seus mecanismos de ag¢ao, vem sendo um dos maiores desafios para
a quimica farmacéutica, bioquimica e farmacologia [®\. As plantas contém
inumeros constituintes e nos seus extratos, quando testados, o principio
ativo pode estar em pequenas quantidades que nao seja possivel o
isolamento ou em outros casos podem apresentar efeitos sinérgicos entre os
diferentes principios ativos devido a presenca de compostos de classes ou
estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade. No estudo da
atividade biologica de extratos vegetais € importante a selegdo de
bioensaios para a deteccao de efeito especifico, sendo que estes devem ser
simples, sensiveis e reprodutiveis ["°.

Os bioensaios podem envolver organismos inferiores
(microorganismos e microcrustaceos, entre outros), ensaios bioquimicos
visando alvos moleculares (enzimas e receptores) e cultura de células

animais ou humanas. Contudo, o teste adequado dependera da doenca alvo.
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2. Bioensaio de Letalidade com Artemia salina ("Brine

Shrimp Letality Test")

2.1 Importancia

Um dos ensaios bioldgicos mais simples de ser monitorado é a
letalidade ja que considera apenas um critério (morto ou vivo), além de
apresentar resposta quantitativa e tratamento estatisco relativamente facéis.
Um teste geral para screening de toxidade de compostos consiste no Teste
de Letalidade com Artemia salina.

Os bioensaios sdo feitos com as larvas do crustaceo de Artemia
salina " e tem sido usados tanto como indicador de toxidade para
compostos com atividade citotéxica, quanto para compostos com atividade

inseticida.

2.2 Experimental

O ensaio foi desenvolvido de acordo com a técnica proposta por
McLaughlin "®, sendo que o resultado positivo indica atividade citotoxica
el/ou inseticida.

Ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir em solugao de
sal marinho (38,0 g/L), num pequeno recipiente coberto parcialmente, pois
as larvas possuem fototropismo positivo (s@o atraidas pela luz). Este
sistema foi deixado durante dois dias (48 h) para que os ovos se
convertessem em larvas tipo nauplii.

Para estes experimentos foram utilizados 20,0 mg de cada um dos
extratos e fragbes. As amostras foram preparadas em 03 (irés)
concentragdes diferentes (1000 ppm, 100 ppm e 10 ppm), diluindo-se as
amostras com solventes apropriados para solubilizagdo de cada amostra,

mantendo-se sempre o volume ajustado de 0,5 mL (Fluxograma 12)
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ApoOs a evaporacao total do solvente, cada um dos nove frascos
recebeu uma gota de dimetilsulféxido (DMSO), cerca de 3,0 mL de solugao
de sal marinho (38,0 g/L), 10 larvas de Artemia salina e o volume ajustado
para 5,0 mL. Os frascos foram deixados em repouso e descobertos e, apds
24 horas procedeu-se a contagem do numero de camardes sobreviventes.
Os dados obtidos foram analisados em programa Probit, o qual foi obtido
pelo Dr. McLaughlin, para analise estatistica e assim determinar os valores
de CLso.

Conposto ou Exirato 0.5 ml.
+ 1000 ppm - 05 mL

Sokrentde apropriado (2 ml)
—= LEmL
——= L5 ml
02 mL + L8 ml de sohrende 100 ppm. = 1,5 nil
——= 5 ml.
——= 05 ml.

10

‘ 0,2 mL + L8 mL de sokrenie | PP = 0.5 mL
—= 05 mL

Fluxograma 12: Procedimento para diluicio da amostra no teste com

Artemia salina

3. DOENCA DE CHAGAS "]

A Doenga de Chagas, assim denominada em homenagem ao médico
Dr. Carlos Chagas que a descreveu em 1909, é causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, transmitida ao homem e a outros animais habitualmente
através das fezes do inseto Triatoma infestans (sub-Familia: Triatominae),

vulgarmente conhecido como "chupdes", "fincées", "bicudos", "chupancas" e

“barbeiro”. Geograficamente, esta parasitose € exclusiva do Continente
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Americano, estendendo-se desde o México até o sul da Argentina (Figura
59).

Chagas Disease

( e

‘ B Chagas Endemic Countiies ‘

WHO/CTD, May 1536

Figura 59: Distribuicao geografica de ocorréncias da Doenca de Chagas

Uma vez infectado, o individuo passa por duas etapas da doenca: a
fase aguda, que aparece logo apdés a infecgao e a fase crbnica, que aparece
depois de um periodo silencioso, que pode perdurar por varios anos (Figura
60).

Figura 60: llustracéo representando o ciclo da doenga de Chagas

1. O barbeiro pica uma pessoa infectada com o parasita. 2. No seu

intestino os parasitas se reproduzem. 3. O barbeiro deposita as fezes na pele
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da pessoa, que se infecta com o T. cruzi quando se coga. 4. Os parasitas
invadem primeiro as células da pele e em seguida a circulagdo sanguinea. 5.
Na fase assintomatica da doenga, os T. cruzi se concentram nas fibras

musculares. 6. O ciclo recomega quando a pessoa € novamente picada.

As lesbes da fase crbnica afetam irreversivelmente érgaos internos,
principalmente o coragéo, eséfago e colo, além do sistema nervoso periférico.
Depois de um periodo assintomatico de varios anos, 27% dos individuos
infectados desenvolvem sintomas cardiacos, resultando nos casos de morte
subita; 6% desenvolvem problemas digestivos, principalmente a dilatagao e
alteragdo dos movimentos do esdfago (megaesdfago); e 3% apresentam
comprometimento do sistema nervoso periférico.

O risco de infecgdo por Doenga de Chagas esta diretamente
relacionado com o grau de pobreza, uma vez que o “barbeiro”, encontra um
habitat favoravel nas fendas das paredes e telhados de choupanas nas areas
rurais e nas favelas da periferia urbana.

Ao sugar o sangue do homem e de outros pequenos mamiferos, o
barbeiro, tanto transmite a Doenca de Chagas quanto a adquirem, caso o
sangue ja esteja contaminado (Figuras 61 e 62).

A migracao de pessoas das zonas rurais para urbanas, que ocorreram
na América Latina entre os anos de 1970 e 1980, modificaram os padrdes
epidemioldgicos tradicionais da Doenga de Chagas, transformando-a numa
infeccdo urbana, que pode ser transmitida pela transfusado de sangue.

Os numeros de infecgdo sanguinea nos bancos de sangue de algumas
cidades do continente americano variam entre 3,0 e 53,0%, mostrando que a
permanéncia do Tripanossoma cruzi no sangue infectado é mais alta do que

na infecgcéo por HIV e hepatites B e C.
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Figura 61: Inseto triatomine (Triatoma infestans), vista dorsal e posi¢céo de

alimentagao

Figura 62: Inseto triatominae (Triatoma infestans) apds sugar sangue de um

individuo

A falta de um medicamento efetivo contra a doenca na fase aguda e
cronica justifica a busca de drogas mais eficazes e menos toxicas que
aquelas utilizadas atualmente, mesmo frente a inumeras tentativas sem
sucesso.

Em 1961, iniciou-se um periodo de tentativas de tratamento que
resultou, principalmente, nos dois medicamentos atualmente utilizados, que
atuam sobre todas as formas do parasita: o nifurtimox e o benzonidazol

que apresentam baixa eficiéncia e fortes efeitos colaterais (Figura 63) I8,

‘.

bhenzonidazol

l
Lis

nifurtimoex

Figura 63: Estrutura dos farmacos benzonidazol e nifurtimox
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Apesar destes medicamentos serem utilizados no combate a
parasitose, sua capacidade curativa encontra-se ainda sob avaliagdo do
xenodiagnéstico (critério parasitolégico) e das provas sorodiagnosticas
(critério soroldgico).

Para se desenvolver drogas mais efetivas, menos toxicas e com
efeitos colaterais reduzidos, necessitamos conhecer totalmente os
mecanismos metabdlicos e o ciclo de vida do Trypanosoma cruzi, o qual se
apresenta bastante complexo tanto no inseto quanto no hospedeiro
mamifero, durante o qual se apresenta sob trés formas: tripomastigotos,
epimastigotos e amastigotos.

Tripomastigotos s&o formas flageladas responsaveis pela infecgédo e
que estdo presentes no meio circulante. As formas amastigotos sao
aflageladas, destituidas de movimento, encontrando-se agrupadas formando
os chamados ninhos parasitarios no interior dos tecidos. Epimastigotos sao
formas flageladas encontradas na interconversao das formas tripomastigotos
e amastigotos.

Na forma sanguinea do hospedeiro mamifero o parasita apresenta
uma caracteristica muito particular, a presenca da organela denominada
glicossomo, onde ocorre a glicolise. Ela também nao apresenta citocromos e
a mitocdndria é muito reduzida, tornando assim, sua cadeia respiratéria
bastante suprimida. Desta forma, o protozoario fica totalmente dependente da
via glicolitica como fonte de energia (ATP).

No interior do glicossomo, foram identificadas nove enzimas, destas,
sete estdo envolvidas na degradacao da glicose (glicélise) e as outras duas

na via do glicerol 7989,

3.1 A enzima alvo Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

(GAPDH)

Com o objetivo de desenvolver novas drogas para combater doencgas
causadas por parasitas dos géneros Trypanosoma e Leishmania (varias

espécies responsaveis pela Leishmaniose), as estruturas tridimensionais de
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algumas de suas enzimas glicoliticas foram determinadas: Triosefosfato
isomerase (TIM) de T. brucei ", Gliceraldeido 3-fosfato Desidrogenase
(GAPDH) de T. brucei ¥ e de L. mexicana ®. As informagdes obtidas
sugerem que a GAPDH de T. cruzi (Figura 64) pode ser utilizada como um

alvo interessante para o desenho de drogas contra a doencga de Chagas.

Figura 64: Estrutura cristalina da enzima glicolitica GAPDH de T. cruzi, a
qual é composta de 4 mondmeros expressos nas cores verde, azul, amarelo
ouro e vermelho. A estrutura natural apresenta moléculas de NAD em todos

0S mondmeros

3.2 Ensaio bioquimico frente a enzima GAPDH de

Trypanosoma cruzi ®**

A enzima glicolitica Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
catalisa a conversédo de gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-difosfoglicerato, na
presenca de fosfato inorganico e NAD+ como cofator; esta é uma enzima
recombinante obtida em um sistema de expressao de Escherichia coli.

Os ensaios de atividade sao feitos de acordo com uma modificagcao

de um procedimento previamente descrito [®°,

pela medida
espectrofotométrica de NADH formado em 30 segundos a 340 nm. A mistura

reacional contém (volume final de 1,0 ml): 50 mM de tampéo Tris-HCI pH 8,6

* Os testes bioquimicos sao feitos em colaboragédo com o Laboratério de Cristalografia de
Proteinas e Biologia Estrutural do Instituto de Fisica de Sao Carlos da Universidade de Sao
Paulo (IFSCar-USP).
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com 1 mM de EDTA e 1mM de B-mercaptoetanol, 30 mM de arseniato de
sédio, 2,5 mM de NAD, 0,3 mM de G3P e 4-9 ug de proteina.

Para testar a inibicdo da enzima sao preparadas solugdes de extratos
brutos e/ou substéncias puras em DMSO (concentragao de 1,0 mg/mL), que
sao adicionados ao meio reacional, fornecendo concentracdes finais que
variam entre 100, 50, 25 e 10 pg/mL do material a ser testado. Ensaios
controle sao feitos na auséncia das substancias, mas com adigcao de igual
volume de DMSO. Todas as medidas sao feitas em ftriplicatas e considera-se
o valor da média.

O resultado da reagdo enzimatica, acompanhada 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.

Calculos das atividades especificas: A atividade especifica (U/mg) da

enzima e do controle foi calculada usando a formula a seguir:

(U/mg) = {(A absorbancia/A t) x volume da cela}/6,22 x volume da enzima x

[enzima]

Onde At = 0,5 minuto; volume da cela = 1,00 mL; enapH = 6,22 (uMol/cm?)”’
cm™; volume da enzima = 0,005 mL; [enzima] = concentracdo da enzima =
0,3 € 0,9 mg/mL.

3.3 Atividade inibitoria da enzima GAPDH de Trypanosoma

cruzi

A atividade inibitoria foi obtida usando o meio reacional descrito
acima, em um volume total de 1000 pul. As absorbancias foram lidas no
comprimento de onda igual a 340 nm no intervalo de 30 segundos. Os
extratos foram testados nas concentragdes de 100 ung/mL em 10% de DMSO

usando 5 ul de GAPDH na concentragao de 0,30 mg/mL. Em cada caso foi
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feita uma solugdo controle, usando somente 10% de DMSO no meio
reacional, a qual foi considerado 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 sdo obtidos pela média de trés
repeticoes e os valores de porcentagem de inibicdo obtidos usando a

seguinte férmula:

% de atividade inibitéria = {(U/mg controle —U/mg composto)/U/mg controle}
x 100

4. AS LEISHMANIOSES

As Leishmanioses representam um grupo de zoonoses causadas por
diversas espécies e subespécies de protozoarios do género Leishmania Ross
(familia Trypanosomatidae), tendo como inseto vetor os chamados

flebotomineos (Figura 65) ¢,

Figura 65: Lutzomyia longipalpis

111



Estudo Fitoquimico de Hancornia speciosa Gomes

As leishmanioses s&o encontradas praticamente em todo o globo
terrestre, com ampla distribuigdo em todos os continentes, principalmente nos
paises subdesenvolvidos, onde atinge propor¢gdes endémicas, com cerca de
400 mil pessoas contaminadas anualmente. Os dados relacionados com a
doenga apontam o registro de casos em aproximadamente 90 paises, com
estimativas de 12 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo
constituindo, assim, um sério problema de saude publica em crescente

expansao ¢,

4.1 Distribuicdo Geogrdfica

De acordo com a Organizagdgo Mundial da Saude (OMS), as
leishmanioses sdo consideradas endémicas em 88 paises (Figura 66), dos
quais 72 sao paises em desenvolvimento:

1) 90% de todos os casos de leishmanioses visceral ocorrem em
Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sudan;

2) 90% dos casos de leishmanioses muco-cutdneas ocorrem na
Bolivia, Brasil e Peru;

3) 90% dos casos de leishmanioses cutaneas ocorrem no Afeganistao,

Brasil, Ira, Peru, Arabia Saudita e Siria.

B Endemic areas

Figura 66: Distribuicdo geografica de ocorréncias das Leishmanioses
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As leishmanioses sao conhecidas e caracterizadas por apresentar uma

diversidade de sintomas clinicos: visceral, muco-cutanea, cutanea e difusa
[87]

5. TIPOS DE LEISHMANIOSES

5.1 Leishmaniose Visceral

Calazar ou leishmaniose visceral € uma doenga causada pelo
protozoario da espécie Leishmania donovani Laveran. Epidemiologicamente
trata-se de uma zoonose de canideos, felidios, roedores e marsupiais, sendo
transmitido ao homem pelo inseto vetor pertencente a espécie Lutzomyia
longipalpis (familia: Psychodidae, subfamilia: Phlebotaminae).

O fleb6tomo é um mosquito pequeno, cor de palha e grandes asas
pilosas dirigidas para tras e para cima, conhecido popularmente por nomes
como: birigtii, mosquito palha, cangalhinha ou asa dura.

A doenga é transmitida pela fémea do inseto vetor, onde esta,
tornando-se infectada no momento em que suga o sangue de um animal
contaminado, transmite o parasita através de sua saliva quando pica outro
animal ou o homem, com o intuito de ingerir sangue para o desenvolvimento

de seus ovos (Figura 67).
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Figura 67: Ciclo de transmiss&o da leishmaniose

Caracteriza-se clinicamente, na maioria dos casos, por febre irregular
de longa duragdo, emagrecimento, queda de pélos, anemia, aumento do
volume de certos 6rgéos, principalmente bagco e figado. Pode ocasionar
também, sintomas hemorragicos, aparecimento de tosse seca e sinais
caracteristicos de bronquite, ou ainda edemas nas faces e nos membros 7,

Podemos observar, portanto, que se trata de uma doenga grave que,

quando no tratada de forma adequada, pode levar a morte.

5.2 Leishmaniose muco-cutanea

A leishmaniose muco-cutanea ou leishmaniose tegumentar Americana,
€ causada pelo protozoario da espécie Leishmania brasiliensis Viana, sendo
também conhecida como espundia ou ulcera de Bauru.

Apesar de ser considerada uma zoonose, a leishmaniose tegumentar
americana acomete a cada ano milhares de individuos, deixando como saldo
um vasto espectro de formas clinicas.

E uma moléstia infecciosa cronica, caracterizada pelo
comprometimento cutidneo constante, bem como por lesées das mucosas, do
nariz, boca, cavidade da garganta e cordas vocais, sendo transmitida,
também, pela picada do inseto vetor fémea de varias espécies do género

Lutozomyia, que ao sugar o sangue do animal picado inocula as formas
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Promastigotas.

No Brasil, ndo existem dados concretos para uma avaliagado segura do
numero de pessoas atingidas, mas as estatisticas dos 6rgdos de saude
publica tém registrado anualmente cerca de 13000 novos casos da doenga
no Brasil.

Evidentemente, estes valores sao inferiores aos numeros reais, pois
considerando as deficiéncias no sistema de notificacdo compulséria de
doencas transmissiveis e a assisténcia médica precaria na maioria das zonas
rurais, onde muitos doentes deixam que “0 mal se cure espontaneamente”,

impossibilitando seu registro.

5.3 Leishmaniose cutdnea

A leishmaniose cutdanea ou botdo do oriente € causada pelo
protozoario Leishmania tropica Wright, sendo caracterizada, principalmente,
por uma lesdo cutanea no local da picada do flebotomineo pertencente a
espécie Phlebotomus papatasii. Trata-se, portanto de uma doenga benigna

nao encontrada, até o momento, no continente Americano.

5.4 Leishmaniose difusa

Um aspecto peculiar da leishmaniose tegumentar & a forma
denominada difusa ou hansendide, causada por parasitas do subgénero
Leishmania, especialmente a L. amazonensis. Caracteriza-se pela presenca
de nodulos isolados ou agrupados, maculas, papulas e placas infiltradas.

Como uma caracteristica intrinseca, todos os protozoarios do género
Leishmania apresentam uma organela denominada glicossomo, fazendo
deles dependentes da via glicolitica como fonte de energia. Essa via
glicolitica é regida por varias enzimas, das quais destaca-se a GAPDH de

Leishmania que tem um papel fundamental na glicdlise.
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6. As enzimas alvo adenina-fosforribosil-transferase
(APRT), hipoxantina-guanina-fosforribosil-tansferase

(HGPRT) e xantina-fosforribosil-transferase (XPRT)

O grande numero de drogas usadas atualmente para o tratamento das
leishmanioses foi obtido através de resultados empiricos.

O uso de drogas potencialmente tdéxicas (mutagénicas e/ou
carcinogénicas), a necessidade de tratamentos prolongados, a
administracao de varias drogas e os efeitos colaterais indesejaveis, mostram
que a quimioterapia ainda é bastante complicada, estando longe do ideal .

A biossintese de purino nucleotideo é catalizada pelas enzimas da
familia das fosforibosiltransferases (PRTases). A maioria dos organismos
sintetiza adenina nucleotideos pela via de novo e via de recuperacdo. Por
outro lado, todos os protozoarios parasitas examinados até o momento séo
estritamente auxotréficos na aquisicdo de purino nucleotideo, devido a
auséncia do caminho biossintético de novo. Da mesma forma, protozoarios
Kinetoplastideos do género Leishmania sdo inteiramente dependente das
fosforribosil-transferases (PRTases) no caminho reciclante de purino
nucleotideos pela via de recuperacdo, sendo elas: a adenina PRTase
(APRT), hipoxantina-guanina PRTase (HGPRT) e xantina PRTase (XPRT)
[89]-

Assim, a maior promessa para o desenvolvimento racional de novas
drogas antiparasitarias baseia-se na exploragdo dessas diferengas
bioquimicas ou metabdlicas fundamentais entre o parasita e o hospedeiro,
na busca por substancias inibidoras das enzimas APRT, HGPRT e
XPRTases.

Entre os farmacos disponiveis para a doencga, encontram-se o0s
antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de meglumina (Glucantime) e
o estibogluconato de sédio (Pentostam) (Figura 68), que apresentam varios
efeitos toxicos renais e cardiacos. Uma segunda linha é empregada no
tratamento de casos mais resistentes, como a Anfatericina B (Figura 69).

Entretanto, caracteristicas indesejaveis (toxicidade severa) destas
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substancias, aliadas ao aparecimento de forma resistente de Leishmania,

tém aumentado a necessidade de novos farmacos mais eficazes e menos

toxicos.
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Figura 68: Estruturas das Glucantime e Pentostam
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Figura 69: Estrutura da Anfatericina B

Uma outra droga promissora como futuro farmaco, podendo ser
administrada via oral para o tratamento da doenga, é a miltefosina (Figura
70). Entretanto, seu mecanismo de agao contra a leishmania ainda nao é
bem compreensivel. Sabe-se, apenas, que esta droga é capaz de bloquear a
sintese e alterar a composi¢cao da membrana do parasita e que apresenta

poucos efeitos colaterais, sendo eles: vémito e diarréia.
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Miltefosina

Figura 70: Estrutura da Miltefosina

7. A enzima APRT (adenina-fosforribosil-transferase)

A enzima Adenina fosforribosil-tranferase (APRT) (Figura 71) catalisa
a formacdo de Adenosina 5 monofostato (AMP), a partir dos substratos
adenina e 5-fosforibose 1-pirofostato (PRPP) na presenca de Magnésio como
co-fator.

Os ensaios bioquimicos com as enzimas HGPRT e XPRT encontram-

se, até o momento, em fase de desenvolvimento e adaptagdes.

Figura 71: Estrutura cristalografica da enzima glicolitica da APRT de L.

tarentolae
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8. Ensaio bioquimico frente a enzima APRT de Leishmania

tarentolae’

Os extratos e fragdes obtidos de Hancornia speciosa, também foram
avaliados quanto a atividade inibidora da enzima APRT.

Os resultados destes testes fornecem um suporte mais adequado para
o desenho racional de novas drogas leishmanicidas e os ensaios de atividade
sao feitos pela medida espectrofotométrica de AMP formado em 60
segundos a 259 nm. A mistura reacional contém (volume final de 0,5 mL):
100 uM de Adenina, 560 uM de PRPP, 5 mM de MgCl,, 100 mM de tampao
Tris-HCI pH 7,4 e 7,5 ng de APRT. Para testar a inibicdo da enzima sao
utilizadas 475 ul da mistura reacional e 25 ul das solugdes candidatas a
possiveis inibidores, fazendo assim, com que a concentracao final do extrato
elou fracdo seja de 100 ug/ml. A atividade da enzima pura € 0,001168 mM
de AMP formado por mg/min.

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

férmula a seguir:

(U/mg) = {(A absorbancia/A t) x volume da cela}/1,24 x volume da enzima x [

enzima]

Onde At = 1 minuto; volume da cela = 1,00 mL; eawp = 1,24 (uMol/cm?®) ' em™;
volume da enzima = 0,005 mL; [enzima] = concentracdo da enzima = 0,9

mg/mL.

8.1 Atividade inibitoria de APRT de Leishmania tarentolae

A atividade inibitéria foi obtida usando o meio reacional descrito

acima, em um volume total de 1000 pul. As absorbancias foram lidas no

* Os testes bioquimicos sao feitos em colaboragédo com o Laboratério de Cristalografia de
Proteinas e Biologia Estrutural do Instituto de Fisica de Sao Carlos da Universidade de Sao
Paulo (IFSCar-USP).
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comprimento de onda igual a 259 nm no intervalo de 60 segundos. Os
extratos foram testados na concentragdo de 50 pg/mL em 10% de DMSO,
usando 5 ul de APRT na concentragédo de 0,9 mg/mL. Em cada caso foi feita
uma solugao 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 nado é significativamente afetada pela adicdo de 10% de
DMSO. Os dados sao obtidos pela média de trés repeticdes e os valores de

porcentagem de inibigdo obtidos usando a seguinte formula:

% de atividade inibitéria = {(U/mg controle- U/mg composto)/U/mg controle} x
100

9. TESTE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE?

9.1 Importancia

A hepatotoxidade associada as drogas e toxinas tem recebido
grande atencdo nos ultimos anos, particularmente apds a constatagdo de
que o acetaminofeno (paracetamol), uma droga largamente utilizada,
inclusive sem prescricdo médica, constitui-se a principal causa de
insuficiéncia hepatica aguda . As lesdes hepaticas podem ocorrer por
inalagcdo, ingestdo ou administracdo de varios agentes farmacoldgicos,
quimicos e também derivados de plantas ®°.

Os remédios populares de origem animal e vegetal tém sido utilizados
por muito tempo para prevenir ou tratar doengas hepaticas, e em estudos
recentes provaram ser benéficas P, sendo que um grande numero de
preparacdes baseadas em plantas medicinais encontra-se disponivel no

mercado %,

¥ Os testes bioquimicos para avaliagio da atividade hepatoprotetora do latex dos frutos verdes de
Hancornia speciosa foram feitos em colabora¢do com Prof. Dr. Humberto Reis Matos (Departamento
de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe).
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Em nossos levantamentos sobre as propriedades farmacolégicas de
Hancornia speciosa Gomes, citamos que o suco leitoso do fruto e o latex sao
usados como medicamento caseiro para o tratatamento de varias doengas.

Dessa forma, fez-se necessario comprovar também o efeito
antioxidante em pré-tratamento com o extrato cloroféormico do latex dos
frutos verdes (ECLFr) de Hancornia speciosa Gomes e indugédo da lesao

hepatica com tetracloreto de carbono (CCly).

9.2 Determinagdes da lipoperoxidagdo através das

substancias reativas com o dcido tiobarbitirico (TBARS) P!

Adicionou-se em um tubo de ensaio 1,0 mL de homogenato
preparado em tampéo fosfato (pH= 7,4), KCI (1,15%), EDTA 7mM e HCI
0,6M; 50 uL de EDTA; 100 uL de SDS (dodecil sulfato de sédio); 50 uL de
BHT, estabilizante para cessar as reacdes oxidativas; 1,5 mL de tampao
acetato de sodio e 1 mL de ATB (acido tiobarbiturico). A amostra foi levada a
banho fervente durante 30 minutos e depois de esfriar extraiu-se com n-
butanol. A absorbancia foi lida em comprimento de onda de 532 nm. A
concentracdo foi determinada usando o coeficiente de extingdo molar de
156000. As concentragdes destas substancias foram relacionadas com a
concentragéo de proteina plasmatica determinada pelo método de Bradford.
Os dados da absorbancia foram obtidos através de um espectrofotdmetro.

Analise estatistica foi feita usando o programa Student’s t-test.

9.3 Dosagem de proteinas (método de Bradford)

Reagente para dosagem: 100 mg de azul brilhante de coomassie G-
250 dissolvidos em 50 mL de etanol 95%. A essa solugao foram adicionados
100 mL de acido fosférico 85% (p/v). A solugao resultante foi diluida para o
volume final de 1 litro. Solucéo A: 0,15 M NaCl. Solu¢ao B: 300 mM NaOH.
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O método consiste na observacdo de que o azul brilhante de
coomassie G-250 existe em duas cores diferentes: vermelho e azul. A forma
vermelha é convertida para a forma azul apos ligacdo a proteina. O
complexo é formado rapidamente (2 min), permanece disperso em solugao
por um tempo relativamente longo (1 h) e tem um alto coeficiente de
extingdo, o que permite grande sensibilidade na dosagem das proteinas.

A curva-padrao para dosagem das proteinas foi construida utilizando-
se albumina de soro bovino (10 a 100 pg de albumina em 100 uL de
solugdo). As solugbes de proteina foram preparadas na solugdo A. Aos
tubos contendo 100 uL de solugdo de proteina foram adicionados 5 mL da
solugédo para dosagem. Apos agitagdo, a absorbancia a 595 nm foi medida
em cubetas de 3 mL contra o branco contendo 100 uL da solugdo A e 5 mL
da solugéo para dosagem. A massa de proteina foi, entdo, plotada contra a
absorbancia correspondente, resultando na curva padrao para determinacao
do conteudo de proteinas em amostras desconhecidas.

Para a dosagem de proteinas nas amostras, os precipitados foram
ressuspensos em 400 uL da solugdo B. As solugdes de proteinas foram
preparadas juntando-se 20 uL de cada amostra com 80 pL da solugdo A. As
solugdes resultantes foram adicionados 5 mL da solugdo para dosagem e a

leitura da absorbancia foi feita como descrito anteriormente.
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10. RESULTADOS E DISCUSSOES

10.1 Bioensaio de Letalidade com Artemia salina ('Brine

Shrimp Letality Test")

O resultado positivo deste ensaio € um indicador de toxicidade para
“‘pre-screening" de compostos com atividade citotoxica quanto para

compostos com atividade inseticida.

Este ensaio apresenta uma correlagcédo positiva com os ensaios sobre
células 9kb (carcinoma nasofaringeo humano, p= 0,036 e kappa= 0,56),
onde os valores de ClLsp para citotoxicidade s&o geralmente proximos a
décima parte dos valores CLsy encontrados nos bioensaios com Artemia

salina.

Apoés analise estatistica dos dados com o auxilio do programa Probit,
nao foi possivel obter valores de CLsy para a maioria das amostras testadas,
uma vez que os resultados foram muito negativos ou ndo convergiam entre
si, conforme tabela abaixo (Tabela 13) observamos um baixo grau de

mortalidade das larvas para a maioria das amostras testadas.

Os bioensaios com Artemia salina foram feitos com os extratos e
fracbes provenientes do latex dos frutos, frutos (nos trés estadios de

maturagao), folhas e ramos.
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Tabela 13: Valores obtidos de larvas mortas (num total de 30) nos testes

com extratos e fragdes obtidos de Hancornia speciosa Gomes

Concentracéo Total de  CLso(pg/mL)  Concentragcdo Total de CLso(pg/mL)

(ppm) larvas (ppm) larvas
mortas mortas

EHF Ativo F11A INATIVO
1000 30 46,5865 1000 2

100 19 100 6

10 11 10 8
EMF Inativo F12A INATIVO
1000 10 >1000 1000 3

100 8 100 3

10 5 10 1
EHR Inativo F1A INATIVO
1000 12 >1000 1000 0

100 9 100 1

10 10 10 1
EMR Ativo F10A INATIVO
1000 14 3,2637 1000 1

100 18 100 4

10 16 10 1

ECLFr EMFrvi
INATIVO INATIVO

1000 0 1000 0

100 1 100 1

10 1 10 1
FAA

INATIVO

1000 3

100 4

10 0
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Os bioensaios feitos com os extratos e fragdes, mostraram que estes
nao apresentam compostos toxicos para as larvas, exceto para os extratos
metandlico dos ramos (EMR) e hexanico das folhas (EHF) que apresentaram

atividade.

10.2 Ensaios Bioquimicos frente as enzimas GAPDH de T.

cruzi e APRT de L. tarentolae

Os testes bioquimicos frente as enzimas GAPDH de Trypanosoma
cruzi e APRT de Leishmania tarentolae, foram feitos com os extratos brutos
(EMF.V1, PHF\V1;; PHF\V1,;, PCF\V1;, PHFrpy; PAEFrpy; PCFrpy;
SpHAEFrpy; PAEFry; PCFry; PHFry; EMFrpyn; EMFrVy; EMFryl. EMFry2)
como também com outros extratos disponiveis no nosso laboratorio (DAEFr
e DCFr, respectivamente: extrato do decocto acetato de etila e extrato do
decocto cloroférmio dos frutos verdes e sem latex de Hancornia speciosa
Gomes) e com as fragdes reunidas provenientes das CC de purificagdo dos
extratos. (Tabela 14).

Pela analise dos resultados, destacamos os altos valores de inibicao
dos extratos metandlicos das folhas (EMF) e dos ramos (EMR) frente a
enzima GAPDH de T. cruzi, 76,2% e 93,7 %, respectivamente e a atividade
inibitéria mediana das fracbes F4D, F5D e F6D (40,0; 43,0 e 30,8 %),
provenientes do extrato da particdo hexanica dos frutos maduros de H.
speciosa (PHFrM) (Tabela 14).

Destaca-se também a atividade mediana frente a enzima APRT de
Leishmania tarentolae das fragdes isoladas do extrato hexanico das folhas
(EHF) de Hancornia speciosa Gomes (F13G, F14G, F15G, F16G, F19G e
F20G), principalmente a fragcdo F15G, que apresentou uma alta
percentagem inibitéria significativa (75,7 %) frente a esta enzima (Tabela
15).

E interessante observar que as fragdes F1A e F13G referentes aos

esteres 3-pB-O-acil lupeol apresentaram atividade inibitéria mediana de 44,6%
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e 45,6% respectivamente frente a enzima APRT de Leishmania tarentolae,
mostrando que estes ésteres apresentam um potencial mediano para
atividade leishmanicida (Tabela 15). Alem destas fra¢cdes (F1A e F13G), é
de suma importancia relatar que os extratos mais ativos frente a enzima
GAPDH de Trypanosoma cruzi foram as mais polares, a citar: o extrato
metandlico das folhas (EMF) e dos ramos (EMR) de Hancornia speciosa
(Tabela 8). Enquanto que frente a enzima APRT de Leishmania tarentolae, a
fracao mais ativa foi F15G proveniente do extrato hexanico das folhas de H.
speciosa (EHF), um extrato apolar (Tabela 15).

E importante mencionar que as demais amostras enviadas para estes
testes, turvaram quando em contato com o meio em que € feita a reacao
enzimatica. Quando isso acontece, a medida correta através de sua
absorbancia no UV fica comprometida. Uma maneira de superar esse
problema se da através da diminuicdo da concentracdo das amostras e/ou
efetuar a medida através de calorimetria. No entanto, esta técnica ndo esta
disponivel no Laboratério de Cristalografia da USP. Vale ainda ressaltar que,
mesmo diante de uma porcentagem de inibicdo mediana, ndo podemos
concluir que haja auséncia de qualquer substancia ativa nos extratos, uma
vez que eles sédo altamente complexos. Com o fracionamento dos demais
extratos, posterior purificacao e identificagdao dos componentes das fragdes,
poderemos ter uma melhor resposta nestes bioensaios. Os testes com as
outras fragdes reunidas e com os demais extratos que turvaram durante a
realizacdo dos experimentos, poderdo ser repetidos em testes com

concentragdes menores.
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Tabela 14: Efeito dos extratos e fragdes na atividade de GAPDH de Trypanosoma

cruzi (100 ug/mL)

Extratos e % de atividade Extratos e % de atividade
Fracbes inibitéria Fracbes inibitéria

EMFrv1 8,7 PHFry 0,0
DAEFr 26,5 EMFrpn 24,0
PHFrvV14 35,0 EMFrV, 2,24
PHFrV1, 26,7 EMFru1 13,9
PCFrv1 31,2 EMFru2 21,2
F1D 10,5 F1G 7,93
F2D 18,2 F10G 0,0
F3D 4,0 F11G 0,0
F4D 40,0 F12G 0,0
F5D 43,0 F13G 0,0
F6D 30,8 F14G 0,0
F7D 7,7 F15G 9,7
F11D 10,6 F16G 11,4
F13D 8,2 F18G 9,5
F14D 18,8 F19G 16,3
F15D 8,3 F20G 17,4
F16D 9,4 F21G 19,1
F17D 44 F22G 18,7
F18D 5,0 F23G 19,5
F19D 10,5 F24G 10,3
F20D 5,7 F26G 19,0
PHFrpn 15,7 F27G 5,0
PAEFron 0,19 F28G 16,7
PCFron 11,8 F29G 16,3
SpHAEFrpy 18,7 F30G 13,5
PAEFrv 13,1 EMF 76,2
PCFry 9,24 EMR 93,7
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Tabela 15: Efeito dos extratos e fragcdes na atividade de APRT de

Leishmania tarentolae (50 pg/mL)

Extratos e % de Extratos e % de Extratos e % de

FracOes atividade Fracdes atividade Fracbes atividade

inibitéria inibitoria inibitoria
EMFrvV1 14,8 FOG 11,8 F18G 13,8
ECLFr 35,2 F10G 29,3 F19G 51,3
F1A 44,6 F11G 23,0 F20G 53,6
DCFr 4,7 F12G 27,5 F21G 20,1
DAEFr 28,2 F13G 45,6 F22G 0,0
PHFrV1, 28,4 F14G 44,2 F23G 0,8
PCFrv1 20,3 F15G 75,7 F24G 0,0
F1G 3,0 F16G 39,7 F26G 0,0
F27G 1,4 F30G 0,0 HER 211
F28G 0,0 F32G 0,0 F29G 0,0
EHF 47,2

10.3 Testes bioquimicos para avaliagdo da Atividade

Antioxidante do Latex dos Frutos Verdes (ECLFr)

Os testes bioquimicos avaliando a atividade antioxidante do latex dos
frutos verdes de Hancornia speciosa estdo apresentados abaixo (Tabela
16):

Grupo 1 (controle): ratos tratados com solugéo salina 0,9% + Tween 80
por 5 dias;

Grupo 2 (latex): pré-tratamento com 100 mg/Kg com latex dos frutos

verdes de H. speciosa;
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Gr‘upo 3: latex dos frutos verdes de H. speciosa (100 mg/Kg, 4 dias) e com
CCl4 (1 mL/Kg por 24 h)

Gr'upo 4: animais tratados com solugéo salina (4 dias) e CCl4 (1 mL/Kg por
24h).

Tabela 16: Efeito do pré-tratamento do latex dos frutos verdes de Hancornia
speciosa nas concentragcbes de TBARS em figado de ratos depois do
tratamento com CCl4 (24 h)

TBARS (mmol/mg de proteina)

Grupo 1 74+21
Grupo 2 8,8+2,6
Grupo 3 94+1,6
Grupo 4 23,0+5,2

Sabe-se que a atividade antioxidante esta associada a capacidade
que uma substancia tem de sequestrar os radicais livres liberados em uma
lesdo hepatica °°!. Através dos valores encontrados (Tabela 16), observa-se
que o extrato cloroférmico do latex dos frutos de Hancornia speciosa Gomes
ofereceu significante efeito antioxidante para os animais do grupo 3, que
foram tratados com o latex e depois expostos a substéncia oxidante
tetracloreto de carbono (CCls).

Ao compararmos os animas dos grupos 3 e 4 observamos um menor
grau de oxidagao lipidica para os animais do grupo 3, conseqlentemente
menor dano foi causado ao figado dos ratos experimentados. O que indica
uma alta capacidade sequestradora de radicais livres dos compostos
presentes no extrato do latex dos frutos verdes de Hancornia speciosa

Gomes.
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Parte IV Consideracdes Finais

130



Estudo Fitoquimico de Hancornia speciosa Gomes

Parte IV: Consideragoes Finais

A caracterizagao quimica dos volateis de Hancornia speciosa Gomes
representa o primeiro caso reportado e 0s nossos resultados mostraram que
ha diferencas tanto qualitativa quanto quantitativas na composicao dos
volateis das folhas e frutos. Assim, o estudo dos componentes volateis das
folhas nos permitiu verificar que ha mudangas na composi¢cao quimica e nas
percentagens relativas dos componentes majoritarios. Desta forma, foi
possivel verificar um decréscimo nas percentagens dos alcoois como (E)-3-
hexenol (68,6% nas folhas frescas para 13,3% apds 10 dias de secagem a
temperatura ambiente); enquanto houve um aumento significativo no
percentual dos monoterpenos oxigenados como geraniol (2,4% nas folhas

frescas para 54,7% apés 10 dias de secagem a temperatura ambiente).

Enquanto as analises dos componentes volateis dos frutos mostraram
que os componentes principais variam de acordo com o estadio de
maturacéo ?°. Desta forma, ha o predominio de ésteres, alcoois e furfural
nos frutos maduros; enquanto nos frutos verdes, os principais componentes
sdo o oOxido de cis-linalool, 6xido de trans-linalool e linalool. Ja na
composi¢cao quimica dos volateis dos frutos “de vez” ha o predominio tanto
de ésteres, alcoois e furfural quanto de 6xido de cis-linalool, 6xido de trans-

linalool e linalool.

O estudo fitoquimico de Hancornia speciosa Gomes € inédito na
literatura, permitindo o isolamento de doze substancias, sendo elas: 7
ésteres 3-p-O-acil lupeol (1, 2, 3, 4,5, 6 e 7), 3 triterpenos (8, 9, e 10), 1
ester diidroxilado 3-pB-O-acil lupeol (11) e a sacarose na sua forma

peracetilada (12).
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Nos ensaios bioquimicos frente a enzima GAPDH de T. cruzi
realizados com os extratos, particdbes e fragdes obtidos de H. speciosa,
verificamos significativa atividade inibitéria com os extratos mais polares
(EMF, 76,2%; EMR, 93,7%) e atividade inibitéria mediana das fracbes F4D,
F5D e F6D (40,0; 43,0 e 30,8 %), provenientes do extrato da particdo

hexanica dos frutos maduros de H. speciosa (PHFrM).

Nos ensaios bioquimicos frente a enzima APRT de L. tarentolae
realizados com os extratos, particbes e fragdes obtidos de H. speciosa,
verificamos atividade mediana das fragdes isoladas do extrato hexanico das
folhas (EHF) de H. speciosa (F13G, F14G, F15G, F16G, F19G e F20G),
principalmente a fracdo F15G, que apresentou uma alta percentagem
inibitéria significativa (75,7%) da CC de purificagdo do extrato hexanico das
folhnas (EHF) e atividade inibitéria mediana as fragbes F1A e F13G
referentes aos ésteres 3-pB-O-acil lupeol (44,6% e 45,6%, respectivamente),
mostrando que estes ésteres apresentam um potencial mediano para

atividade leishmanicida.

Os testes bioquimicos para avaliagcdo da atividade antioxidante do
latex dos frutos verdes de Hancornia speciosa Gomes apresentaram efeito

hepatoprotetor significativo nos ratos experimentados.

Nos bioensaios de letalidade com Artemia salina realizados com os
extratos, particbes e fracbes obtidos de Hancornia speciosa Gomes, ficou
evidente que a maioria destas amostras ndo sao téxicas as larvas, exceto
pelos extratos hexanico das folhas (EHF) e metandlico dos ramos (EMR),

que apresentaram resultados positivos.
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**Andlise dos espectros de massas das substancias 7, 2, 3, 4,

5 6 7e 1l

Substancia 1 (C16): C17H340:

[Mm/z (%): 270 (M™,11,4), 241 (4,5), 157 (4), 143 (25,5), 130 (2,3), 129 (10),
115 (4,9), 111 (3), 109 (1,6), 227(15), 213 (3,8), 199 (8,5), 185 (9,5), 171
(6,3), 101 (9,4), 98 (4,3), 97 (9,9), 87 (80,1), 84 (5), 83 (14), 75 (37,1), 74
(100), 71 (11,2), 69 (24,3), 67 (6,1), 59 (17,7), 57 (34,3), 55 (59,7), 54 (4,6),
44 (6,2), 43 (76,7), 42 (14,4) e 41 (65,3)].

Substancia 2 (3'-OH-C16): C17H3403

[m/z (%):286 (M™,0,1), 270 (0,1, M-18), 166 (1,5), 155 (1,3), 152 (5,4), 143
(1,5), 138 (3,7), 128 (2,7), 125 (4,5), 124 (4), 123 (4,8), 115 (2,7), 114 (4,3),
113 (5,6), 111 (8,7), 110 (7,3), 109 (5,8), 236 (5,5), 194 (5,7), 104 (12), 103
(100), 101 (13,5), 98 (10), 97 (20), 96 (18), 95 (10,9), 87 (11,4), 85 (11,9), 84
(14,7), 83 (26,2), 82 (16,5), 81 (17,6), 75 (24,5), 74 (63,3), 71 (64,7), 70
(12,7), 69 (37,6), 68 (14,7), 67 (20,3), 61 (39,6), 59 (23,6), 57 (55,5), 56
(23,8), 55 (63,7), 54 (11,7), 44 (19,3), 43 (85,8), 42 (27) e 41 (71)].

Substancia 3 (C18: A%): CigH360>

[M/z (%):296 (M*1,9), 264 (10,5), 166 (4), 152 (5,2), 138 (5,4), 137 (6), 125
(7,1), 124 (7,8), 123 (9,5), 115 (4,5), 112 (6,3), 111 (14,1), 110 (15), 109
(9,8), 222 (6,4),180 (5,7), 108 (3,3), 101 (5,3), 98 (26), 97 (31,1), 96 (31,5),
95 (18,9), 94 (5), 87 (28,7), 85 (7,7), 84 (32,3), 83 (45,6), 82 (20,7), 81 (30,2),
80 (5,4), 79 (10,6), 74 (46,6), 71 (11,2), 70 (16,1), 69 (61,9), 68 (24,3), 67
(40,1), 59 (20,1), 57 (34,9), 56 (26,7), 55 (100), 54 (29), 53 (9,5), 44 (5,2), 43
(75), 42 (16,3) e 41 (91,4)].

Substancia 4 (C18) C1oH350,
[M/z (%):298 (M*7,36), 157 (3,7), 143 (18,4), 129 (6,5), 255 (9,6), 213 (3,6),
199 (9,2), 185 (4,4), 101 (7,4), 97 (8,7), 88 (6), 87 (71,6), 83 (11,6), 75 (31,1),
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74 (100), 71 (10,4), 69 (20,9), 67 (4,8), 59 (12,5), 57 (33,5), 56 (9,5), 55
(50,4), 54 (4), 43 (78), 42 (10,6) e 41 (51,1)].

Substéancia 5 (3'-OH-C18): C19H3503

[m/z (%):314 (M70,28), 296 (3,3, M-18), 265 (6,6), 264 (16,9), 180 (7,4), 166
(5,6), 152 (6,7), 141 (9,7), 138 (6,3), 128 (6,6), 125 (10), 124 (8,5),115 (5,7),
114 (8,7), 113 (9,1), 112 (6,3), 222 (11,3), 220 (4,9), 199 (8,7), 111 (19,1),
110 (15), 109 (12,5), 104 (24,4), 103 (100), 101 (28), 98 (21,5), 97 (40), 96
(37,4), 95 (23,9), 87 (20,8), 85 (25,4), 84 (27,4), 83 (44,2), 82 (31,2), 81
(30,9), 75 (44,1), 74 (63), 71 (56,2), 70 (22,3), 69 (47,7), 68 (24,3), 67 (33,7),
61 (49,8), 59 (35), 58 (11,7), 57 (52,9), 56 (37,6), 55 (54,6), 54 (18,6), 53
(7,1), 45 (8,1), 44 (20,4), 43 (66,5), 42 (34,5) e 41 (54,2)]

Substancia 6 (3'-OH-C20): C,1H4,03

[m/z (%): 342 (M7, 0,03), 324 (1,2, M-18), 292 (5,5), 138 (3,1), 127 (3,3), 125
(4,9), 123 (4,8), 113 (5,2), 111 (10,3), 110 (7,8), 250 (3,9), 109 (6,6),104
(8,7), 103 (100), 101 (11,1), 98 (10,1), 97 (22,3), 96 (20,4), 95 (12,9), 87 (12),
85 (14,1), 84 (13,4), 83 (27), 82 (18,7), 81 (18,4), 75 (24,1), 74 (49,3), 71
(56,5), 70 (11,6), 69 (35,3), 68 (15,7), 67 (20), 61 (26,6), 59 (17), 57 (61,7),
56 (20,5), 55 (64,8), 54 (10,5), 44 (8,4), 43 (85,5), 42, (20,5) e 41 (67,9)].
Substéancia 7 (3'-OH-C22): Cy3H4603

[m/z (%):370 (M, 0,04), 352 (0,7, M-18), 320 (3,7), 138 (1,8), 127 (2,9), 123
(3,3), 113 (2,7), 111 (5,2), 110 (4,1), 109 (4), 278 (1,9), 255 (2,1), 104 (4,7),
103 (88), 101 (6,1), 98 (5,3), 97 (12,1), 96 (11,5), 95 (6,9), 87 (6,2), 85 (8,4),
84 (7,5), 83 (16,1), 82 (11,5), 81 (10,3), 75 (12), 74 (24,1), 71 (31,7), 69
(18,7), 67 (12,4), 61 (14,1), 57 (44,3), 56 (11,1), 55 (40,1), 54 (6,7), 45 (4), 44
(21,8), 43 (100), 42 (10,5) e 41 (39,7)]

Substancia 11 (3’, 5’-OH-C-20): CoH3502

[m/z (%): 308 (M™, 2,7), 248 (9,5, M-60), 97 (100), 96 (10,8), 95 (20,1), 94
(16), 86 (18,8), 83 (23,4), 82 (11,3), 81 (22,3), 69 (48,7), 68 (58,3), 67 (31,1),
57 (36), 55 (50,1) e 43 (72,4)].
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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



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

