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Resumo Xi

RESUMO

Os estudos fitoquimico e da atividade biologica de Maytenus gonoclada,
familia Celastraceae, constituem parte de um projeto que vem sendo desenvolvido
sobre plantas utilizadas na medicina popular no Nucleo de Estudo de Plantas
Medicinais (NEPLAM), do Departamento de Quimica (DQ) da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG).

O estudo fitoquimico do extrato hexanico dos galhos de M. gonoclada resultou
no isolamento de sete triterpenos pentaciclicos: 3-oxofriedelano, 3p-
hidroxifriedelano, 3,11-dioxofriedelano, 3,16-dioxofriedelano, 3-o0x0-12a-
hidroxifriedelano, 3-oxo-29-hidroxifriedelano e 3-o0xo-12a,29-di-hidroxifriedelano;
foram isolados também, dois acidos graxos de cadeia longa, acido oléico e acido
palmitico, além do esteroide, p-sitosterol. As estruturas quimicas foram
determinadas por métodos espectrofotométricos (IV, EM, RMN de 'H, RMN de **C,
HSQC, HMBC e NOESY). Um dos pontos mais importantes desta pesquisa é que 3-
0x0-12a,29-di-hidroxifriedelano é inédito.

O estudo da atividade bioldgica consistiu da avaliagdo de atividade
antimicrobiana, atividade da capacidade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase e
atividade inseticida. Outro ponto relevante deste estudo mostra que se verificou
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, antifungica contra Candida
albicans, giardicida contra Giardia lamblia e inseticida contra larvas de Tenebrio
molitor (uma praga que atinge graos armazenados) para o extrato hexanico. O
triterpeno, 3-oxo-12oa-hidroxifriedelano, mostrou-se ativo contra a levedura C.
albicans e larvas de T. molitor. O triterpeno, 3p-hidroxifriedelano apresentou
atividade inibitoria moderada frente a enzima acetilcolinesterase. A mistura de
triterpenos, 3,11-dioxofriedelano e 3,16-dioxofriedelano também se mostrou ativa

contra larvas de T. molitor.
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ABSTRACT

Phytochemical study and biological activity of Maytenus gonoclada, family
Celastraceae, is part of a project being developed on plants used in folk medicine at
the Nucleo de Estudo de Plantas Medicinais (NEPLAM), of the Departamento de
Quimica (DQ) at Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Phytochemical study of the hexane extract of stems of M. gonoclada resulted
in the isolation of seven pentacyclic triterpenes: 3-oxofriedelane, 3p-
hydroxyfriedelane, 3,11-dioxofriedelane, 3,16-dioxofriedelane, 3-oxo0-12a-
hydroxyfriedelane, 3-ox0-29-hydroxyfriedelane and 3-ox0-12a,29-
dihydroxyfriedelane; it also was isolated, two long chain fatty acids, oleic acid and
palmitic acid, as well as steroids, [(-sitosterol. The chemical structures were
determined by spectrophotometric methods (IR, MS, '"H NMR, *C NMR, HSQC,
HMBC and NOESY). One of the most important points of this research is that 3-oxo-
120,29-dihydroxyfriedelane is a new compound.

The study of biological activity consisted of antimicrobial activity, activity of the
capacity to inhibit acetylcholinesterase and insecticide activity. Another relevant
finding of this study shows that it was found antibacterial activity against
Staphylococcus aureus, antifungal against Candida albicans, giardicidal against
Giardia lamblia and insecticide against larvae of Tenebrio molitor (a plague that
affects grain storage) for the hexane extract. The triterpene, 3-oxo-12a-
hydroxyfriedelane, was active against the yeast C. albicans and larvae of T. molitor.
The triterpene, 3p-hydroxyfriedelane showed moderate inhibitory activity against
acetylcholinesterase. The mixture of triterpenes, 3,11-dioxofriedelane and 3,16-

dioxofriedelane was also active against larvae of T. molitor.
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INTRODUGCAO

Produtos Naturais: fim ou retorno?

A busca por substancias “virtuosas” comecou na década de 1780 com o
trabalho de Scheele sobre os acidos organicos de plantas (CORDELL, 2000). Apos
a Revolucédo Industrial e o desenvolvimento da Quimica Organica surgiu uma
preferéncia para os produtos sintéticos por parte da industria farmacéutica (RATES,
2001). No entanto, produtos naturais obtidos de plantas, fungos, insetos, organismos
marinhos e bactérias foram modelos para a maioria dos medicamentos (HARVEY,
2008) e, ainda representam uma area promissora para a descoberta de novas
substancias bioativas (MILLER E CLARDY, 2009).

Observa-se que a introducdo da Quimica Combinatorial e dos sistemas
automatizados de testes em larga escala [High Throughput Screening — (HTS)],
juntamente com a promessa de uma fonte aparentemente inesgotavel de bibliotecas
de compostos quimicos contribuiram para o desinteresse pela triagem de produtos
naturais (MCCHESNEY et al.,, 2007). Além disso, existem outros fatores que

aumentaram o interesse por produtos sintéticos (LI E VEDERAS, 2009), tais como:

* O isolamento de substancias a partir de extratos € um processo longo e caro;

* Problemas de solubilizacdo dos extratos para serem inseridos em sistemas
automatizados de testes em larga escala (HTS);

* Falta de um suprimento adequado do composto ativo para o seu posterior
desenvolvimento em farmaco;

* O recorrente isolamento de substancias conhecidas, portanto, sem interesse
para o patenteamento e,

* Dificuldade para implementar novas técnicas de crescimento e

desenvolvimento de microrganismos.

Esses fatores, na década de 1990, contribuiram para a diminuicdo da
aprovacao do numero de medicamentos obtidos a partir de produtos naturais e seus

derivados (Figura 1, pag. 2).
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80+ 2 —— Nimero de medicamentos

I" \ — Inspirados em produtos naturais
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Figura 1: Numero de medicamentos aprovados nos Estados Unidos
no periodo de 1981 a 2007 (LI E VEDERAS, 2009).

Ressalta-se que a aprovagado de um novo medicamento pela Food & Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos, dependendo da area terapéutica pode
demorar muitos anos e envolver gastos consideraveis. Estima-se que o custo para o
desenvolvimento de um novo medicamento oscila em torno de 800 milhdes de
dolares (HERGENROTHER, 2006). Entre 2005 e 2007, nos Estados Unidos foram
aprovados 13 medicamentos inspirados em produtos naturais, dentre eles estdo: os
peptideos, exenatido e ziconotido, e trés moléculas pequenas, ixabepilono,
retapamulina e trabectedina (HARVEY, 2008; LI E VEDERAS, 2009). Além disso, os
produtos naturais continuam a representar um grande impacto na area do cancer
(BAILLY, 2009; SCHMIDT et al., 2007). Dos atuais medicamentos anticancerigenos,
acima de 60% sao de uma forma ou de outra, originarios de produtos naturais
(CRAGG E NEWMAN, 2009).

Algumas alternativas foram desenvolvidas para facilitar a busca por
substancias bioativas a partir de produtos naturais (LI E VEDERAS, 2009), como por

exemplo:
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* Separagdo prévia de extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) gerando bibliotecas de fragées enriquecidas, que contém no maximo
trés substancias, para serem testadas em sistemas de HTS;

* Miniaturizacdo de experimentos de crescimento e desenvolvimento de
microrganismos, gerando bibliotecas de extratos para serem submetidos em
sistemas de HTS e,

* Técnicas genOmicas, enzimaticas e metabolébmicas de exploragdo do

potencial de biossintese de microrganismos.

Resultados de HTS de milhares de produtos sintéticos resultaram em um
numero pequeno de substancias bioativas, propensas a servirem de modelo para o
desenvolvimento de novos farmacos (LI E VEDERAS, 2009). A principal diferenca
entre o produto natural e o sintético € que o primeiro é “afinado” pelo processo
evolutivo do organismo que o gerou (CLARDY E WALSH, 2004), possibilitando uma
diversidade quimica extraordinaria e inumeras atividades biolégicas. Desta forma, os
produtos naturais sdo uma das mais importantes fontes de compostos inovadores
(BAILLY, 2009).

A diversidade funcional e arquitetbnica que ocorre em produtos naturais
durante a biossintese fornece ligdes para quimicos sintéticos e medicinais em suas
estratégias para fazer ou imitar compostos biologicamente ativos (CLARDY E
WALSH, 2004). Portanto, a parceria entre quimicos sintéticos, medicinais e de
produtos naturais € uma boa estratégia para a descoberta de novos farmacos
(BARREIRO E BOLZANI, 2009).

Medicina Popular: expansao e conservacao

Apesar do enorme arsenal de medicamentos desenvolvidos pela industria
farmacéutica ha certa aversdao de uma parte da populagdo mundial em consumir
esses medicamentos (PHILLIPSON, 2001). Essa aversdo se relaciona ao fato do
conhecimento sobre plantas medicinais simbolizar muitas vezes o0 unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002), estando
restrito a elas. Por exemplo, 70-80% da populagdo da Etidpia e da india ainda

dependem da medicina tradicional como atencdo primaria a saude. Entretanto, a
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partir da década de 1990 o uso da medicina tradicional tem crescido, principalmente
em fungdo do estimulo dado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS).

Autoridades Nacionais de Saude de todo o mundo foram convidadas a
estudar formas de integrar medicina popular/ medicina complementar ou alternativa
em seus sistemas de saude (OMS, 2009). Muitos paises estdo regularizando e
licenciando a venda desses produtos (KAPOOR et al., 2009).

E interessante notar que este crescimento do uso de produtos naturais ou
derivados destes ndo esta ocorrendo apenas em paises emergentes, mas em
muitos paises desenvolvidos, onde ela é referida como medicina complementar ou
alternativa (OMS, 2009).

Em varias regides do Brasil, plantas medicinais s&o comercializadas em feiras
livres, mercados populares e sao também encontradas em quintais residenciais
(MACIEL et al., 2002). Infelizmente, essas plantas sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacologicas, propagadas por
usuarios ou comerciantes que alegam “beneficios seguros, ja que se trata de fonte
natural”. Comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos
convencionais, a toxicidade de plantas medicinais pode parecer trivial, porém isso
nao € verdade, visto que a toxicidade de plantas medicinais € um problema sério de
saude publica (VEIGA JR. et al., 2005). As principais causas da intoxicagdo por
plantas e seu agravamento (PARDAL, 2006), s&o:

A existéncia de varios nomes populares para uma mesma especie, 0 que

ocasiona dificuldades na sua identificagao;

* Variagdo de nomenclatura entre botanicos;

* Desconhecimento da equipe de saude que atende uma vitima, de qual ou
quais sao os principios ativos da planta e muito menos em que concentragdes
se encontram. Esse fato decorre da ndo contemplacdo do assunto nos
curriculos médicos e,

* Indefinicdo da dose, pois raramente se sabe qual a quantidade total ingerida

ou absorvida, o que torna muito dificil estabelecer qualquer prognadstico.

Além disso, € comum a pratica de adulteracdes que sao feitas com produtos
de menor valor agregado, como 6leos vegetais ou minerais. Por exemplo, o dleo de

copaiba é utilizado na medicina popular para combater as inflamacdes, entretanto,
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quando adulterado potencializa a inflamacéo, provocando um aumento do volume
dos edemas (VEIGA JR., et al., 2001). Produtos adulterados s&o comumente
encontrados na regido Amazonica, mas podem ocorrer também, em farmacias de
todas as regides do pais (VEIGA JR. et al., 2005).

A possibilidade de contaminagdes microbioldégicas também deve ser
atentamente observada, especialmente em plantas medicinais vendidas em feiras e
mercados populares, como ocorre comumente no Brasil (VEIGA JR. et al., 2005).
Alguns géneros de fungos, como por exemplo, Aspergillus sp. e Penicillium sp., que
estdo amplamente distribuidos no ecossistema brasileiro, produzem micotoxinas
que, em sua maioria representam sérios danos a saude. Portanto, é necessario
estabelecer padrées para a presenga de fungos toxigénicos em drogas vegetais a
fim de reduzir os riscos a saude do consumidor (BUGNO et al., 2006).

Percebe-se que as plantas medicinais s&o parte integrante de um intenso
ciclo industrial e comercial, sendo que, muitas sociedades tradicionais sao
economicamente dependentes da colheita dessas plantas. Deste modo, surge uma
questao: a criacado de areas protegidas encerra as opgdes de uso futuro da terra? No
entanto, a limitada disponibilidade de recursos naturais e as ameagas a diversidade
de espécies, somadas ao rapido esgotamento dos ecossistemas, exigem medidas
que estabelegam prioridades de conservagao (MELO et al., 2009). A extingdo em
massa de espécies, se permitido persistir, constituiria um problema com um impacto
muito mais duradouro do que qualquer outro risco ambiental. De acordo com a
evidéncia de extingcbes em massa ocorridas no passado pré-historico, os processos
evolutivos ndo gerariam um estoque de reposi¢céo de espécies dentro de menos de
varios milhares de anos (MYERS et al., 2000). Portanto, o maior desafio € permitir
que a sociedade atinja o seu ideal e partilhe os frutos do crescimento econémico
sem prejuizo de uma biosfera que n&o apenas sustente uma faixa de fungdes
ecologicas, mas mantenha a diversidade de vida (ADAMS et al., 2004).

Cabe ressaltar ainda, que devido ao impacto da urbanizacdo e
industrializacdo, os recursos naturais e os conhecimentos da medicina popular estao
rapidamente desaparecendo. A maioria das sociedades tradicionais do mundo ja
nao € mais cercada pelo habitat natural que antigamente serviu como um bergo da
medicina tradicional e areas de conhecimento popular que se acumularam e foram
se aperfeicoando por milhares de anos (ALVES E ROSA, 2007).
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O Brasil possui uma das mais ricas floras do mundo, estima-se que ha mais
de 56 mil espécies de plantas superiores (ARAUJO et al., 2007). Porém, a perda e a
fragmentagdo de areas florestais associada a exploragdo indiscriminada de seus
recursos ameagam muitas populagdes de plantas (MELO et al., 2009). Somente de
floresta amazénica, o Brasil j& perdeu 700 mil Km? nas ultimas quatro décadas
(GREENPEACE, 2009). Dentre alguns programas de protecdo a biodiversidade
implantados no Brasil, destaca-se o de demarcagdo das terras indigenas. Além de
ser uma excelente estratégia de protegcdo as florestas, evita a destruicdo do
conhecimento indigena sobre a biodiversidade. Os indices de desmatamento em
terras indigenas sao inferiores aos observados em unidades de conservagéo, até
mesmo daquelas de protecédo integral (BRASIL, 2009a; RICKETTS et al., 2010).

Outro problema que afeta paises detentores de grande biodiversidade é a
questdo da “biopirataria”. Estima-se que os paises em desenvolvimento perdem
cerca de 5,4 bilhdes de ddlares por ano, pois as companhias farmacéuticas e de
processamento de alimentos usam germoplasmas e plantas medicinais nativas, sem
a devida recompensa pelo direito de uso destes recursos naturais (LEVIDOW E
CARR, 1997). Desta forma, medidas legais rigorosas estdo sendo criadas para
restringir a pesquisa em biodiversidade (RATES, 2001). Por outro lado, os limites
colocados sobre a investigagdo em biodiversidade e sobre 0 acesso aos recursos
bioldgicos estdo se tornando um importante obstaculo a pesquisa cientifica nacional
(GOMEZ-POMPA, 2004). Uma ciéncia preparada para fornecer respostas a
questdes ligadas aos mecanismos do funcionamento da natureza tera condi¢des de
alfabetizar ecologicamente e contribuira para o entendimento e a vivéncia em
conformidade com os principios ecolégicos (GOTTLIEB et al., 1998). Entéo, o estudo
da biodiversidade é essencial, pois possibilita o conhecimento dos mecanismos da
natureza, que s&o compreendidos por meio da linguagem quimico-biolégica
(GOTTLIEB et al., 1998; GOTTLIEB E BORIN, 2002).

Inseticidas Naturais: uma contribuicao

Desde que a humanidade trocou o extrativismo pelo cultivo de plantas com a
finalidade de produzir alimentos em maior escala, iniciava-se uma guerra contra os

insetos. Uma espécie de inseto torna-se praga porque sua populagdo cresce sem
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limites. Na floresta ndo ha insetos-praga porque existe a grande biodiversidade
envolvendo um ecossistema que tem um delicado equilibrio. Nao € adequado que
ocorra o crescimento desenfreado de nenhuma espécie porque o alimento é
disperso e existem sempre muitos inimigos naturais. Num ambiente agricola a
diversidade é reduzida e o monocultivo em grandes extensdes favorece o
desaparecimento de muitas espécies de insetos, principalmente aqueles que se
alimentam apenas de uma fonte vegetal. Com a diminui¢do da diversidade destes
insetos também desaparecem os inimigos naturais. Neste momento se estabelece o
inseto-praga, geralmente uma espécie polifaga, que passa a se alimentar do vegetal
que esta sendo cultivado. A grande oferta de alimento e auséncia de inimigos
naturais contribui para o crescimento populacional desenfreado do inseto-praga
(ZARBIN et al., 2009). Deste modo, torna-se necessario o uso de inseticidas para
combater as infestagdes. No Brasil, o faturamento do mercado de inseticidas
aumenta a cada ano. De 2007 para 2008 houve um crescimento de
aproximadamente 20% (BRASIL, 2009b).

Embora produtos sintéticos sejam os mais utilizados como inseticidas, eles
sdo altamente toxicos para os organismos vivos e para o meio ambiente (PETROSKI
E STANLEY, 2009). Sabe-se que, de forma global, a existéncia de uma area
contaminada pode gerar inumeros problemas a sociedade, tais como danos a saude
publica, comprometimento da qualidade de recursos hidricos utilizados para o
consumo humano, restricbes ao uso do solo e, até mesmo, danos ao patrimdnio
publico e privado com a desvalorizagdo das propriedades e outros (JARDIM et al.,
2009). Alem destes problemas, o uso exagerado de inseticidas conduz a uma
resisténcia dos insetos aos principios ativos. As perdas mundiais em produtos
armazenados, devido ao ataque de insetos-praga na pos colheita, sdo estimadas
anualmente em 15 % e custos elevados sdo envolvidos para a protecido destes
produtos contra as infestacdes (MOREIRA et al., 2005). E importante considerar que
a toxicidade de uma substancia em insetos ndo a qualifica necessariamente como
inseticida. Varias propriedades devem estar associadas a atividade, tais como:
eficacia mesmo em baixas concentracdes, auséncia de toxicidade frente a animais
superiores, auséncia de fitotoxicidade, facil obtencdo, manipulacdo e aplicacao,
viabilidade econémica e ndo ser cumulativa no tecido adiposo humano e de animais
domésticos. Dentro da classificagdo de inseticidas s&o incluidas também

substancias que repelem e atraem insetos (VIEGAS JR., 2003). Uma alternativa aos
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inseticidas sintéticos sao produtos naturais, pois em sua maioria oferecem pouca
ameaca ao ambiente e a saude humana (ISMAN, 2006; SALUNKE et al., 2009).
Muitos metabdlitos secundarios gerados pelas plantas, microrganismos e animais
sdo resultado de co-evolugdo de organismos produtores com outros seres Vivos.
Deste modo, os recursos naturais possuem diversos compostos bioativos com
propriedades inexploradas, sendo que alguns destes compostos podem ser
potencialmente utilizados diretamente no controle de pragas ou plantas daninhas
(PETROSKI E STANLEY, 2009). Extratos de plantas vém sendo utilizados pelo ser
humano desde a ldade Antiga, numa pratica que persiste até hoje, com mais de
2.000 espécies de plantas conhecidas por suas propriedades inseticidas (VIEGAS
JR., 2003).

A familia Celastraceae

A familia Celastraceae inclui, aproximadamente, 1.210 espécies em 98
géneros (SIMMONS et al., 2008) distribuidos principalmente em climas tropicais e
subtropicais, embora existam alguns representantes em climas temperados (Figura
2, pag. 9) (NUNEZ RIVAS, 2004). No Brasil a familia Celastraceae é representada
por trés géneros: Maytenus Juss., Austroplenckia Lund. e Franhofera Mart.
(CARVALHO-OKANO, 1992). O reconhecimento de Goupia Reiss. em Celastraceae,
proposto por alguns autores, ndo encontrou sustentagdo nos trabalhos de filogenia e
este género tem sido tratado em uma familia a parte, Goupiaceae (SOUZA E
LORENZI, 2005). Geralmente, as espécies dessa familia se caracterizam por serem
arvores, arbustos e raras vezes trepadeiras; possuem folhas simples, opostas e
dentadas; flores ndo vistosas e pequenas (tetrdmeras ou pentdmeras), verdes claras
ou brancas; frutos encapsulados e, sementes com arilo branco ou laranja (NUNEZ
RIVAS, 2004; SOUZA E LORENZI, 2005).
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Figura 2: Distribuicdo geografica da familia Celastraceae (em vermelho)
(NUNEZ RIVAS, 2004).

Numerosas espécies da familia Celastraceae sdo conhecidas especialmente
na China e América Latina por seu uso como inseticida na agricultura tradicional e
também para o tratamento de doengas como disturbios estomacais, artrite
reumatoide e cancer (SPIVEY et al., 2002). Além da sua diversidade de atividades
farmacoldgicas, muitos grupos de pesquisa a estudam também por sua ampla
distribuicdo botanica, natureza quimica e complexidade de seus metabdlitos
(RODRIGUEZ PEREZ, 2000).

Diversas substancias isoladas de espécies da familia Celastraceae

apresentam propriedades bioldgicas interessantes, por exemplo:

Glicosideos cardioténicos, um glicosideo da aglicona digitoxigenina. O
composto elaeodendrosideo W (Figura 3, pag. 10), isolado dos troncos de
Elaeodendron alluaudianum, apresenta atividade antiproliferativa contra cancer de
ovario humano. Existem aproximadamente, 40 espécies do género Elaeodendron,

sendo encontradas no México, Madagascar, india e Australia (HOU et al., 2009).
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Figura 3: Estrutura quimica do elaeodendrosideo W (HOU et al., 2009).

Triterpenos pentaciclicos, sdo formados por um esqueleto de 30 atomos de
carbono que podem estar dispostos em cinco anéis de seis membros (NUNEZ
RIVAS, 2004). O acido populnénico (Figura 4), isolado das cascas de Austroplenckia
populnea, apresenta atividade anti-inflamatoria. Essa planta € encontrada no cerrado
brasileiro e muito utilizada na medicina popular para o tratamento de disenterias e

inflamagdes, como o reumatismo (ANDRADE et al., 2007).

\\\\\COOH

Figura 4: Estrutura quimica do &cido populndnico (Acido 3-oxo-friedelan-29-6ico)

(ANDRADE et al., 2007).
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Sesquiterpenos, com esqueleto basico de di-hidro-B-agarofurano. Essa
estrutura compreende anéis A e B na forma de uma decalina, possuindo uma ponte
tetra-hidrofuranil fundida. O sesquiterpeno 1-acetiloxi-9-benzoiloxi-8-cinamoiloxi-4,6-
diidroxi-hidro-B-agarofurano (Figura 5), isolado das folhas de Celastrus vulcanicola,
apresenta atividade de inibicdo fotossintética. Os constituintes isolados desta planta
e sua atividade bioldgica ainda ndo tinham sido investigados. Celastrus vulcanicola é
uma trepadeira lenhosa subtropical distribuida na América Central e no Caribe
(TORRES-ROMERO et al., 2008).
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Figura 5: Estrutura quimica do sesquiterpeno 1-acetiloxi-9-benzoiloxi-8-cinamoiloxi-
4,6-di-hidroxi-hidro--agarofurano (TORRES-ROMERO et al., 2008).

Alcaloides sesquiterpénicos piridinicos, com esqueleto basico de
sesquiterpeno do tipo di-hidro-B-agarofurano com &acido dicarboxilico piridinico
incorporado. A substancia opositina A (Figura 6, pag. 12), isolada dos troncos de
Pleurostylia opposita, apresenta moderada atividade citotdxica contra células
tumorais de colo humano (WHITSON et al., 2006). P. opposita € uma arvore de
tamanho médio encontrada na zona seca do Sri Lanka (DANTANARAYANA et al.,
1981).
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Figura 6: Estrutura quimica da opositina A (WHITSON et al., 2006).

Triterpenos quinonametideos, sdo metabdlitos secundarios restritos a
plantas superiores da familia (CORSINO et al., 2000). Tingenona (Figura 7) € uma
substancia isolada das raizes de varias espécies da familia Celastraceae, por
exemplo, Austroplenckia populnea (DUARTE et al., 2002), Maytenus acanthophylla
(OLIVEIRA et al., 2006) e Hippocratea excelsa (MENA-REJON et al., 2007).
Apresenta numerosas atividades biologicas, tais como: atividade contra
Trypanosoma cruzi (DUARTE et al., 2002), Giardia intestinalis (MENA REJON et al.,
2007) e inibicdo da proteina tubulina que pode ser o modo de ag¢do que justifica a
atividade citotéxica e antitumoral (MORITA et al., 2008).

Figura 7: Estrutura quimica da tingenona (MENA-REJON et al., 2007).
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Flavonoides glicosilados, da classe dos flavan-3-ol. O metabdlito 3-
benzoato-(-)-epicatequin-5-O-6-D-glicosila (Figura 8), isolado das partes aéreas de
Celastrus orbiculatus, apresenta moderada atividade antioxidante. Esta planta é
utilizada na medicina popular para o tratamento de artrite, infecgbes bacterianas e
como tranquilizante (HWANG et al., 2001; GUO et al., 2004) e € amplamente
distribuida na China (GUO et al., 2004).
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Figura 8: Estrutura quimica de 3-benzoato-(-)-epicatequin-5-O-B-d-glicosila

(HWANG et al., 2001).

Diterpenos, apesar de serem pouco frequentes na familia, os de esqueleto
isopimarano e abietano tém sido os mais isolados (RODRIGUEZ PEREZ, 2000). A
substancia triptolida (Figura 9, pag. 14), isolada das cascas das raizes de
Tripterygium wilfordii, apresenta potente atividade contra a larva de Mythimna
separata (LUO et al., 2004), praga de cereais e gramineas forrageiras (HAN E
GATEHOUSE, 1991). Esta substéncia também possui atividade antileucémica e
imunossupressora (RODRIGUEZ PEREZ, 2000). T. wilfordii é utilizada como

anticancerigena e inseticida por centenas de anos na China (LI et al., 1997).
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Figura 9: Estrutura quimica da triptolida (LUO et al., 2004).

O género Maytenus

O género Maytenus é um dos maiores da familia Celastraceae, sendo que,
225 espécies sao tropicais. Deste total, 77 espécies sao citadas para a flora
brasileira (CARVALHO-OKANO, 1992). As espécies Maytenus ilicifolia e Maytenus
aquifolium sao amplamente utilizadas na medicina popular brasileira. S&o ingeridas,
na forma de infusdo aquosa, para o tratamento de Uulcera e outras afeccdes
intestinais. Em varias regides do Brasil s&o encontrados locais onde folhas dessas
plantas verdes, secas ou na forma de pd, em capsulas sdo comercializadas
(OLIVEIRA, 2007).

Os extratos de plantas do género Maytenus apresentam uma variedade de
atividades biolégicas: o extrato etandlico das raizes de Maytenus putterlickoides
apresenta atividade antileucémica (SCHNEBERG et al., 2001), o extrato metandlico
das cascas das raizes de M. senegalensis apresenta atividade antibacteriana
(LINDSEY et al., 2006) e o extrato cloroférmico das raizes apresenta atividade anti-
inflamatodria (SOSA et al., 2007), o extrato em acetato de etila e metandlico das
folhas de M. fruncata apresentam consideravel atividade analgésica e
antiulcerogénica (FONSECA et al., 2007) e o extrato etandlico das cascas de M.
rigida apresenta atividade anti-inflamatdria, antiulcerogénica e antidiarréica
(SANTOS et al., 2007).

Varios metabdlitos bioativos ja foram isolados de espécies do género
Maytenus, como por exemplo: maitensinoides com atividade inseticida (MADRIGAL

et al., 1985), poliésteres sesquiterpénicos com atividade antitumoral (SHIROTA et
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al., 1994), dimeros triterpénicos com atividade antimicrobiana (GONZALEZ et al.,
1996), triterpenos lupanicos com potente atividade anti-inflamatéria (REYES et al.,
2006), sesquiterpenos com esqueleto basico de di-hidro-B-agarofurano com
atividade inibitéria a resisténcia do parasita Leishmania a algumas drogas
(DELGADO-MENDEZ et al., 2008) e triterpenos friedelanicos com atividade
antiulcerogénica e antimicrobiana (ANDRADE et al., 2008; SALEEM et al., 2010).

A espécie Maytenus gonoclada Martius

A espécie Maytenus gonoclada Martius é conhecida como “Tiuzinho” e ocorre
principalmente nos estados da Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. E
importante mencionar que Maytenus lagoensis e Maytenus gonoclada var. glaziovii
sdo considerados sinénimos de M. gonoclada. E uma arvore medindo até quatro
metros de altura e caracteriza-se principalmente por seus ramos novos nitidamente
quadrangulares (Figura 10) (CARVALHO-OKANO, 1992).

Figura 10: Fotografia de Maytenus gonoclada Martius (Foto: Fernando César Silva).

Desta espécie, até o momento, somente as folhas ja foram estudadas
fitoquimicamente (OLIVEIRA, 2007). Em sua dissertagdo de mestrado, Oliveira
(2007) estudou os extratos hexanico, em acetato de etila e etandlico. Na Figura 11,
pag. 16 estdo representadas as estruturas quimicas das substancias isoladas das
folhas de M. gonoclada.
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Figura 11: Substéncias isoladas das folhas de M. gonoclada (OLIVEIRA,
2007).

Para avaliar o potencial farmacologico, Oliveira (2007) realizou testes de
atividade antibacteriana e antifungica nos extratos hexanico, em acetato de etila e

etandlico, bem como de sodlidos obtidos durante a preparacédo destes extratos e da
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friedelina. Nas condigdes testadas e concentracbes utilizadas, todos os testes
apresentaram resultados negativos (OLIVEIRA, 2007).

Maytenus gonoclada apresenta muitas similaridades com a espécie M.
salicifolia (Figura 12), o que as distingue sdo os ramos, mais quadrangulares e as
folhas mais rijas (CARVALHO-OKANO, 1992). Estas plantas constituem um caso
onde a similaridade parece sugerir tratar-se de apenas uma espécie (VALLADAO,
2005). Em sua dissertagao de mestrado, Valladéo (2005) desenvolveu um estudo
anatdbmico e quimico de populagdes de M. salicifolia e uma de M. gonoclada. O
estudo anatébmico de M. gonoclada mostrou diferencas em relagdo a todas as
populagdes de M. salicifolia e o estudo quimiotaxondmico dessas espécies

apresentou similaridade apenas entre uma populagéo.

Figura 12: Fotografia de Maytenus salicifolia Reissek (Foto: Roqueline

Rodrigues Silva de Miranda).

Na Tabela 1, pag. 18, estédo representados os constituintes quimicos isolados
das folhas de M. gonoclada (OLIVEIRA, 2007), polpa de fruto (VALLADAO, 2005),
tronco e folhas de M. salicifolia (MIRANDA, 2007).
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Tabela 1: Constituintes quimicos isolados de M. gonoclada e M. salicifolia
(VALLADAO, 2005; MIRANDA, 2007; OLIVEIRA, 2007)

Constituinte quimico

Classe

Espécie de Celastraceae

M. salicifolia

M. gonoclada

Hidrocarbonetos de cadeia longa Hidrocarboneto +(PeF) + (F)
Gutta-percha Polimero +(F) -
Dulcitol Carboidrato + (F) +(F)
B-Sitosterol + (P, F) +(F)
Sitostenona ) +(P) -
Esteroide
Estigmasta-3,5-dien-7-ona +(F) -
3-0O- B-D-Glicosil- B-sitosterol +(P) -
3-Oxofriedelano +(PeF) +(F)
3B-Hidroxifriedelano +(F) +(F)
i : Triterpeno Pentaciclico
3,11-Dioxofriedelano - +(F)
(TTPC)
3,16-Dioxofriedelano _ - +(F)
(Friedelano)
3-Oxo-12a-hidroxifriedelano - +(F)
3-Ox0-29-hidroxifriedelano - +(F)
Acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico +(F) -
B-Hidroxi-D:B-friedo-olean-5-eno TTPC + (P) -
(Friedo-oleanano)
Lupeol +(P,FeT +(F
P TTPC ( ) (F)
3B-Esteariloxilupan-20-(29)-eno +(F) +(F)
(Lupano)
3B,15a-Diidroxilupan-20-(29)-eno + (F) -
3B-Esteariloxi-ursan-12-eno +(F) +(F)
3B,3a-Diidroxi-ursan-12-eno + (F) -
TTPC
3B,28-Diidroxiursan-12-eno + (F) -
(Ursano)
a-Amirina +(F) +(F)
a-Amirona +(F) -
3B-Esteariloxiolean-18-eno TTPC +(F) -
B-Amirina (Oleanano) +(PeF) +(F)
B-Amirona +(F) -
Taraxerol TTPC - +(F)
(Taraxerano)
Canferol-3-O-glicopiranosideo +(F) -
Flavonoide
4’-O-Metilepigalocatequina +(T) -
Proantocianidina Tanino Condensado +(T) -

F = folha, P = polpa de fruto e T = tronco.

Observa-se que os triterpenos pentaciclicos (friedelano, friedo-oleanano,

ursano, lupano e oleanano) sdo a classe predominante. Sendo que os friedelanos
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sdo mais abundantes em M. gonoclada e os ursanos em M. salicifolia. O isolamento
de triterpenos é consistente com o perfil quimico de outras espécies estudadas do
género Maytenus, sendo estes considerados marcadores taxonémicos (SILVA et al.,
2008).

Biossintese de triterpenos pentaciclicos

Terpenoides, também conhecidos como isoprenoides constituem uma
diversificada classe de produtos naturais, que possuem muitas fun¢des no reino
vegetal e na saude humana (ROBERTS, 2007). Esta classe de substancias
defendem muitas espécies de plantas, animais e microrganismos contra predadores,
patdogenos e competidores, e estdo envolvidos na transmissdo de mensagens sobre
a presenca de alimento, amigos e inimigos. No entanto, o papel bioldégico de
diversos terpenoides ainda n&o é conhecido (GERSHENZON E DUDAREVA, 2007).
Nessa classe, existem mais de 40 mil estruturas diferentes, com varios compostos
que servem como importantes agentes farmacéuticos (ROBERTS, 2007).

O pirofosfato de isopentenila (IPP) e o seu isbmero pirofosfato de «v,y-
dimetilalila (DMAPP), também chamados de unidades de isopreno, sdo o0s
precursores dos terpenoides. Os diversos tipos de terpenoides sdo formados pela
condensagao de moléculas de IPP por meio de enzimas conhecidas como
preniltransferases, (Figura 13, pag. 20) (ROBERTS, 2007). A combinagcdo de uma
molécula de IPP e uma de DMAPP produz o difosfato de geranila (GPP), que é o
precursor dos monoterpenos. A adicao de uma molécula de IPP ao GPP produz o
pirofosfato de farnesila (FPP) que constitui o precursor dos sesquiterpenos. A adi¢ao
de uma molécula de IPP ao FPP produz o difosfato de geranilgeranila (GGPP), que
forma os diterpenos, a combinagdo de duas moléculas de FPP produz o esqualeno
que forma os triterpenos e, a combinagdo de duas moléculas de GGPP da origem
aos tetraterpenos (DEWICK, 2002).
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Figura 13: Resumo da biossintese dos terpenos (ROBERTS, 2007).

Duas vias distintas podem gerar os precursores dos terpenos (Figura 14, pag.
21). A classica via do mevalonato (MVA) descoberta na década de 1950 e que foi

considerada a unica fonte de IPP e DMAPP. A rota MVA ocorre no citoplasma e é
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ativa nas bactérias, fungos, plantas e animais, fornecendo os precursores para a
formacéo de sesquiterpenos e triterpenos. Recentemente, descobriu-se um caminho
alternativo para o fornecimento de IPP e DMAPP, a chamada rota metileritritol
fosfato (MEP). A rota MEP ocorre nos plastidios e & geralmente usada para fornecer

0s precursores dos monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos (ROBERTS, 2007).
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Figura 14: Biossintese compartimentada do IPP e DMAPP. (Esquerda) Via do
mevalonato: 3-hidroxi-3-metil coenzima A redutase (HMGR) e difosfato
de isopentenila isomerase (IDIl). (Direita) Via do metileritritol: 1-desoxi-D-
xilulose 5-fosfato sintase (DXS), 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato
redutoisomerase (DXR), hidroxi-2-metil-2-(E)-4-butenil difosfato sintase
(HDS), difosfato de isopentenila:difosfato de dimetilalila sintase (IDS) e

IDI. As setas tracejadas indicam mais de uma etapa (Roberts, 2007).

Os triterpenos sdo um dos grupos de terpenos mais estruturalmente
diversificados, contendo acima de 100 esqueletos descritos como produtos naturais
(DOMINGO et al., 2009). A maioria deles sao tetraciclicos 6-6-6-5 e pentaciclicos 6-
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6-6-6-5 e 6-6-6-6-6, mas podendo ocorrer aciclicos, monociclicos, biciclicos,
triciclicos e hexaciclicos (XU et al., 2004). A origem desta diversidade esta no
mecanismo envolvido durante a sua biossintese (DOMINGO et al., 2009). Ruzicka e
colaboradores, na década de 1950, deduziram que todos os triterpenos hidroxilados
C30Hs500 conhecidos foram biossintetizados da mesma forma e propuseram um
conjunto de principios para explicar a formagao de cada esqueleto triterpénico (XU
et al., 2004). A ciclizagcdo do esqualeno ocorre a partir do intermediario 2,3-
epoxiesqualeno, um produto de oxidagao enzimatica que requer uma flavoproteina e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), e que pode assumir diferentes
conformagdes como, por exemplo: cadeira-cadeira-cadeira-barco e cadeira-barco-
cadeira-barco (LOBO E LOURENCO, 2007). As enzimas conhecidas como
triterpenos sintases provocam adi¢des eletrofilicas as ligagbes duplas promovendo
as ciclizagoes, clivagem do epodxido e formagdo de carbocation, conforme esta
representado na Figura 15, pag. 23 (XU et al., 2004; LOBO E LOURENCO, 2007,
DOMINGO et al., 2009). O 2,3-epoxiesqualeno é provavelmente o precursor da
maioria dos triterpenoides 3B-hidroxilados (XU et al., 2004).

ApoOs as ciclizagdes iniciais forma-se um esqueleto do tipo 6-6-6-5 com um
carbocation terciario, chamado de cation damarenila (Etapa |, Figura 13, pag. 23). A
expansdo do anel de 5 para um de 6 leva a formacgéo do cation bacharenila (Etapa
II). A ocorréncia de mais uma ciclizagdo e a formagdo de um carbocation terciario
leva a formagédo do cation lupenila (Etapa Ill). Mesmo com a formagdo de um
carbocation secundario, a expansao de anel ocorre e leva a formagdo do cation
germanicanila (Etapa IV). Com a formagao deste cation ha possibilidades de duas
rotas biossintéticas e rearranjos do tipo Wagner-Meerwein ocorrem em todas as
etapas. Na primeira possibilidade acontece migragdo 1,2 de metila levando a
formagao do cation taraxasterila (Etapa V). A migracdo em cadeia 1,2 de hidreto leva
a formagéo do cation ursila (Etapa VI). Na segunda possibilidade a migracédo em
cadeia 1,2 de hidreto leva a formagao do cation oleanila (Etapa VII). Desta vez, a
migracdo 1,2 de metila leva a formacéo do cation taraxarenila (Etapa VIII). A
migracdo em cadeia 1,2 de hidreto e 1,2 de metila levam a formagdo do cation
glutinanila (Etapa 1X). E por fim a migracéo 1,2 de metila leva a formag&o do cation
friedelanila (Etapa X) (NUNEZ RIVAS, 2004).
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2,3S-epoxiesqualeno

Figura 15: Rota biossintética de alguns esqueletos de triterpenos
pentaciclicos (NUNEZ RIVAS, 2004).
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Com os esqueletos formados, transformacbes complementares, como
oxidacao, redugdo e isomerizagdo, podem ocorrer levando aos varios compostos
conhecidos (XU et al., 2004). O 3B-hidroxifriedelano (um triterpeno formado a partir
do cation friedelanila) sob acdo da enzima oxidoredutase € transformado em 3-
oxofriedelano (CORSINO et al., 2000), que € uma substancia amplamente isolada
das espécies da familia Celastraceae. Experimentos indicam que o 3-oxofriedelano
biossintetizado nas folhas dessas espécies deslocam para as raizes formando os
quinonametideos (CORSINO et al., 2000).
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OBJETIVOS

Objetivos do trabalho

No NEPLAM sao realizadas pesquisas que visam o isolamento e identificacdo
de novos metabdlitos secundarios com atividade biologica, centradas em espécies
da familia Celastraceae. No isolamento dessas substancias, nossa atencao tem sido
direcionada para a classe dos triterpenos pentaciclicos, dentre eles os
quinonametideos por mostrarem atividade antitumoral e os oleananos e friedelanos
por apresentarem atividade antimicrobiana.

O principal objetivo deste trabalho € dar continuidade as pesquisas com os
membros da familia Celastraceae, buscando comprovar ou n&o suas propriedades
farmacologicas. E, uma espécie que tem sido pesquisada por nosso grupo é a
Maytenus gonoclada. Neste contexto, o grande interesse do presente trabalho

envolve os seguintes objetivos:

* Realizar um estudo fitoquimico dos galhos.

* Promover um estudo detalhado de confirmagao estrutural dos metabdlitos
secundarios isolados, utilizando métodos espectroscopicos e
espectrométricos.

* Estabelecer relagdes fitoquimicas entre espécies da familia Celastraceae
contribuindo para o estudo quimiotaxonémico.

* Realizar estudos de atividade biolégica de extratos e das substancias
isoladas.

» Estabelecer correlagdes entre estrutura quimica e atividade bioldgica.
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1 — ESTUDO FITOQUIMICO

1.1 — Parte Experimental

1.1.1 — Materiais e métodos

Os critérios de pureza adotados foram: visualizacdo de uma unica mancha em
cromatoplaca com variagdo de eluentes, estreita faixa de fusdo, bandas bem
definidas no espectro de absorg¢ao na regido do IV e o numero de sinais no espectro
de RMN de 'H e °C.

1.1.1.1 — Métodos Cromatograficos

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada silica gel 60G
Merck em placa de vidro de 0,25 mm de espessura (para CCD analitica) e 0,50 mm
ou 0,75 mm de espessura (para CCD preparativa), ambas ativadas a 100 °C em
estufa. E para o preparo de colunas cromatograficas classicas foram utilizadas como
fases estacionarias silica gel 60 Merck com tamanho de particula 0,063-0,200 mm
(70-230 Mesh) e 0,040-0,063 mm (230-400 Mesh). A propor¢cdo da amostra e fase

estacionaria foi, em geral, de 1:50.

1.1.1.2 — Solventes e reagentes

Os solventes utilizados como eluentes nos métodos cromatograficos foram
destilados. A reutilizacdo destes solventes, quando em mistura e para a mesma
coluna, foi realizada usando refracdo da luz medida em refratdmetro para corregao
das proporgdes das misturas.

Solventes deuterados (CDCI; e Piridina-ds) da marca Cambridge Isotope
Laboratories (CIL) foram utilizados para obtengao dos espectros de RMN 1D e 2D.

Como revelador de cromatoplacas utilizou-se solucéo 1:1 de acido percloérico
a 3% em agua e vanilina a 1% em etanol. E para teste de Liebermann Burchard
(MATOS, 1980) foram utilizados 1 mL de anidrido acético e 2 gotas de acido

sulfdrico, ambos concentrados.



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico 27

1.1.1.3 - Instrumentos

As temperaturas das faixas de fusdo foram determinadas em aparelho Fisher-
Johns. Para corregcdo das propor¢cdes das misturas foi utilizado o refratdmetro
modelo Biobrix e as massas de extratos, fragdes e substancias medidas em balanca
analitica AB104 Mettler Toledo do NEPLAM no DQ da UFMG.

Os espectros na regido do IV foram obtidos utilizando-se aparelho modelo
Spectrum One Perkin Elmer do Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade
de Farmacia da UFMG. Este aparelho possui dispositivo ATR permitindo que o
espectro seja obtido diretamente da amostra solida sem a necessidade do uso de
pastilha.

As rotagbes Opticas foram medidas em polarimetro Perkin Elmer 341 do
Laboratério de Quimio e Bioprospecgao de Plantas do Cerrado (CerQBio) do DQ da
UFMG, usando um tubo de 1 dm.

Os espectros de RMN de 1D e 2D foram obtidos em espectrémetros Bruker
Avance DPX-200 e DRX-400 do Laboratorio de Ressonancia Magnética de Alta
Resolugcédo (LAREMAR) no DQ da UFMG, operando a temperatura de 300 K. Os
deslocamentos quimicos (&) foram registrados em ppm usando o tetrametilsilano
(TMS) como padréo de referéncia interna e as constantes de acoplamento (J) dadas
em Hz.

O espectro de massas (CG-EM) foi obtido em cromatografo a gas SOCUS
acoplado a espectrometro de massas SINGLE Quadrupolo DSQ Thermo do
Laboratorio Nacional Agropecuario (LANAGRO-MG).

O espectro de massas (EM-ESI) foi obtido em espectrometro Modelo
LCQFleet Thermo Scientific do Laboratério de Analise Instrumental no DQ da UFMG.

1.1.2 — Coleta e identificagdao do material vegetal

Maytenus gonoclada Martius (Celastraceae) foi coletada na Serra da Piedade,
municipio de Caeté, estado de Minas Gerais, Brasil, em 18 de outubro de 2004 pelo
Prof. Dr. Sidney Augusto Vieira Filho da Escola de Farmacia da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP).

O material vegetal foi identificado pela Profa. Dra. Rita Maria Carvalho-Okano

do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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Uma exsicata do especimen (N°. HBCB 60280) encontra-se depositada no Herbario
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG.

1.1.3 — Preparacao do extrato hexanico dos galhos de Maytenus gonoclada

Aplés coleta e secagem a temperatura ambiente, os galhos foram
pulverizados em moinho de martelos e submetidos a extracdo exaustiva com
hexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol, puros e sequencialmente em aparelho

Soxhlet. A filtragdo e remocao do solvente, por destilacdo a pressdo reduzida,

conduziram aos respectivos extratos. A preparacédo dos extratos esta esquematizada

na Figura 16.
Galhos moidos
m=1,0 Kg
1. Extragao com
hexano em
aparelho
Soxhlet
2. Remogao
do solvente
Extrato
hexanico Torta 1
m=55¢g
3. I'_avagt'el_n com 12. Extragdo com
éter etilico cloroférmio em
aparelho Soxhlet
4. Filtragao
5. Remogéao 13. Remogao
do solvente do solvente
Sélido (SH1) Filtrado (FH1) Extrato
cloroférmico Torta 2
m=1,0g m=4,0
’ 09 m=332g
6. Lavagem com N
éter etilico 14. Extragéo com
acetato de etilaem
7. Filtragio aparelho Soxhlet
8. Remogéao 15. Remogéao
do solvente do solvente
Sélido (SH2) Filtrado (FH2) Extrato em
Torta 3 acetato de etila
m=100,0 mg m=35g
m=6,73¢g
9. Lavagem com -
cloroférmio 16. Extragao com
etanol em
10. Filtragao aparelho Soxhlet
11. Remogao 17. Remogao
do solvente do solvente
Sélido (SH3) Filtrado (FH3) EX","I.‘°
172 463 Torta 4 etanolico
m= m m= m
~ mg > mg m=7749g

Figura 16: Preparacao dos extratos dos galhos de M. gonoclada.
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As fragbes submetidas as separagdes cromatograficas foram escolhidas
baseando-se em dois critérios: massa e perfil da fragdo em CCD (fracdo cuja massa
era muito pequena e apresentasse muitas manchas néo foi trabalhada).

A notacdo empregada para codificar as substancias ou misturas isoladas
durante o estudo fitoquimico do extrato hexanico dos galhos de Maytenus

gonoclada, tem as iniciais da planta seguida da ordem de isolamento das mesmas.

1.1.3.1 — Elaborac¢ao de SH1

SH1 (1,0 g) foi obtido da primeira lavagem do extrato hexanico com éter
etilico e apresentou-se como solido branco. Este solido foi submetido a CC (Coluna
A: 30 mm/70 cm), utilizando 50,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh) e os eluentes
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol puros ou em misturas em gradiente
de polaridade (Tabela 2).

Tabela 2. Ordem de eluicdo da coluna A

Eluentes Fragcoes de 50 mL
Hexano 1-10
Hexano/cloroférmio (9:1) 11-15
Hexano/cloroférmio (8:2) 16 - 18
Hexano/cloroférmio (7:3) 19-21
Hexano/cloroférmio (1:1) 22 -39
Hexano/cloroférmio (3:7) 40 -43
Cloroférmio 44 — 55
Acetato de etila 56
Acetato de etila/metanol (1:1) 57

Foram recolhidas 57 fracdes de 50 mL cada. As fragcdes foram analisadas por
CCD e agrupadas de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas. As fragbes

foram reunidas em oito grupos (Figura 17, pag. 34).

Grupo A1 (fragdo 22): apresentou-se como solido branco (6,5 mg). A

comparagao dos espectros na regido do IV, o perfil em CCD utilizando amostras
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auténticas de 3-oxofriedelano (friedelina) e 3B-hidroxifriedelano (3B-friedelinol) e a

analise por RMN de 'H e °C, indicaram tratar-se de 3-oxofriedelano (MG01).

Grupo A2 (fragoes 23 a 27): apresentou-se como um solido branco cristalino
em forma de pequenas placas (112,8 mg). A comparacéo dos espectros na regido
do IV, o perfil em CCD utilizando amostras auténticas de 3-oxofriedelano e 3[3-
hidroxifriedelano e os experimentos de RMN de 'H e '*C, indicaram tratar-se de

mistura destes dois compostos codificados como MG01 e MGO02.

Grupo A3 (fragoes 28 a 33): apresentou-se como um solido branco (12,0
mg) com faixa de fusdo de 255-273 °C. Cinco manchas foram observadas na
cromatoplaca e devido a pequena quantidade de amostra, este grupo nao foi
trabalhado.

Grupo A4 (fragdes 34 e 35): apresentou-se como um soélido amorfo (34,5
mgq). Foi observada na cromatoplaca apenas uma mancha violeta quando revelada
com acido perclérico/vanilina. A analise por IV, RMN de 'H e °C, indicou tratar-se de
mistura de 3,11-dioxofriedelano (MGO03) e 3,16-dioxofriedelano (maitensifolina B)
(MGO04).

Grupo A5 (fragoes 36 e 37): apresentou-se como um solido branco (233,7
mgq). O perfil em CCD indicou a presencga de trés manchas, que quando comparadas
com amostras de 3-oxofriedelano e 3B-hidroxifriedelano apresentaram diferentes
Rfs. O grupo A5 foi recromatografado em CC (Coluna B: 25 mm/50 cm), utilizando
10,2 g de silica gel 60 (70-230 Mesh) e os eluentes hexano, cloroféormio e acetato de

etila puros ou em misturas em gradiente de polaridade (Tabela 3).

Tabela 3. Ordem de eluicdo da coluna B

Eluentes Fragdes de 25 mL
Hexano/cloroférmio (7:3) 1-33
Hexano/cloroférmio (1:1) 34 - 52

Cloroférmio 53 - 62
Acetato de etila 63-73
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Foram recolhidas 73 fragcdes de 25 mL cada. O desenvolvimento da coluna foi
acompanhado por CCD e as fragdes agrupadas de acordo com o perfil observado
nas cromatoplacas. As fragdes foram reunidas em dois subgrupos (Figura 17, pag.
34).

Subgrupo B1 (fracdes 25 a 29): apresentou-se como um solido amorfo (75,3
mg). O perfil em CCD e a analise por IV, RMN de 'H e °C, indicaram tratar-se de
mistura de 3,11-dioxofriedelano (MGO03) e 3,16-dioxofriedelano (MG04).

Subgrupo B2 (fragoes 30 a 45): apresentou-se como um sélido branco
(116,2 mg). Foi observada na cromatoplaca apenas uma mancha rosa quando
revelada em acido perclorico/vanilina. A amostra foi recristalizada em etanol e gotas
de acetona, obtendo-se um solido cristalino em forma de agulhas (41,4 mg). A
analise por CCD, PF, IV, RMN de 'H e 'C, indicaram tratar-se de 3-oxo-12a-
hidroxifriedelano (MGO05).

Grupo A6 (fragoes 38 a 43): apresentou-se como um solido branco (173,2
mg). O perfil em CCD indicou a presengca de manchas de Rfs bem proximos. O
grupo A6 foi recromatografado em CC sob pressdo (Coluna C: 20 mm/40 cm),
utilizando 5,7 g (15 cm) de silica gel 60 (230-400 Mesh) e os eluentes hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol puros ou em misturas em gradiente de
polaridade (Tabela 4).

Tabela 4. Ordem de eluicdo da coluna C

Eluentes Fragdes de 10 mL
Hexano/cloroférmio (1:1) 1-30
Cloroférmio ‘ 31-36
Acetato de etila ‘ 37 — 41
Metanol 42 — 47

Foram recolhidas 47 fragdes de 10 mL cada. O desenvolvimento da coluna foi

acompanhado por CCD e as fragdes agrupadas de acordo com o perfil observado



Capitulo 1: Estudo Fitoquimico 32

nas cromatoplacas. As fragdes foram reunidas em dois subgrupos (Figura 17, pag.
34).

Subgrupo C1 (fragoes 39 a 42): apresentou-se como um sélido branco
(114,6 mg). Quatro manchas foram observadas na cromatoplaca. O subgrupo C1 foi
recromatografado em CC (Coluna D: 20 mm/40 cm), utilizando 8,0 g de silica gel 60
(70-230 Mesh) e os eluentes hexano, acetato de etila e metanol puros ou em

misturas em gradiente de polaridade (Tabela 5).

Tabela 5. Ordem de eluicdo da coluna D

Eluentes Fragcdes de 10 mL
Hexano/acetato de etila (7:3) 1-16
Hexano/acetato de etila (1:1) 17 -22

Acetato de etila 23-28
Metanol 29-34

Foram recolhidas 34 fragcdes de 10 mL cada. O desenvolvimento da coluna foi
acompanhado por CCD e as fragdes agrupadas de acordo com o perfil observado
nas cromatoplacas. As fragbes foram reunidas em quatro subgrupos (Figura 17, pag
34).

Subgrupo D1 (fragées 6 e 7): apresentou-se como um solido branco (2,5
mg). A analise por CCD, PF, IV, RMN de '"H e 'C, indicou tratar-se de 3,16-

dioxofriedelano (MG04) como componente majoritario.

Subgrupo D2 (fragées 8 a 10): apresentou-se como um solido branco (3,4
mg) com faixa de fusdo de 245-265 °C. Trés manchas foram observadas na
cromatoplaca e devido a pequena quantidade de amostra, este grupo nao foi
trabalhado.

Subgrupo D3 (fracdes 11 a 14): apresentou-se como um solido branco (12,7
mg). A andlise por CCD, RMN de 'H e 'C, indicou tratar-se de 3-oxo-12a-
hidroxifriedelano (MGO05).
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Subgrupo D4 (fragdes 15 a 25): apresentou-se como um solido branco (20,4
mg). Duas manchas foram observadas na cromatoplaca, sendo a de menor Rf, lilas
e a de maior, rosa (revelador: acido perclérico/vanilina). A amostra foi recristalizada
em etanol e gotas de acetona, obtendo-se um solido cristalino em forma de agulhas
(3,6 mg). A analise por IV, RMN de 'H e °C, indicou tratar-se de mistura de 3-oxo-
12a-hidroxifriedelano (MG05) (mancha rosa) e 3-oxo-29-hidroxifriedelano (MGO06)

(mancha lilas).

Subgrupo C2 (fragoes 43 a 46): apresentou-se como um sélido branco
oleoso (23,2 mg). A analise por IV, RMN de 'H e "*C, indicou tratar-se de acido
oléico (MGO07).

Grupo A7 (fragoes 44 a 55): apresentou-se como um solido branco (17,9
mg). Quatro manchas foram observadas na cromatoplaca e comparagdo com
amostras auténticas da mistura de 3,11-dioxofriedelano e 3,16-dioxofriedelano
indicou uma das manchas como mistura desses compostos. Este grupo nao foi

fracionado devido a pequena quantidade e a sua complexidade.

Grupo A8 (fragcdo 56): apresentou-se como um solido amarelo (56,3 mg).
Trés manchas foram observadas na cromatoplaca. O grupo A8 foi recromatografado
em CC (Coluna E: 15 mm/40 cm), utilizando 5,8 g de silica gel 60 (70-230 Mesh) e
os eluentes cloroférmio e acetato de etila puros ou em misturas em gradiente de

polaridade (Tabela 6).

Tabela 6. Ordem de eluicdo da coluna E

Eluentes Fragcdes de 10 mL
Cloroférmio/acetato de etila (1:1) 1-70
Acetato de etila 71-75

Foram recolhidas 75 fragcdes no total, de 10 mL cada. O desenvolvimento da
coluna foi acompanhado por CCD e as fragdes agrupadas de acordo com o perfil
observado nas cromatoplacas. As fragdes foram reunidas em dois subgrupos (Figura
17, pag. 34).
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Subgrupo E1 (fracées 37 a 48): apresentou-se como um solido amarelo
(10,0 mg). Trés manchas foram observadas na cromatoplaca. N&o foram realizados

outros testes devido a pequena quantidade de amostra.

Subgrupo E2 (fragoes 49 a 69): apresentou-se como um sélido amorfo (8,8
mg). Foi observada apenas uma mancha rosa (revelador: acido perclorico/vanilina).
A analise desta amostra por IV, RMN 1D e 2D, indicou tratar-se de 3-oxo0-120,29-

diidroxifriedelano (MGO08) de existéncia ainda nao relatada.

Do solido obtido da primeira lavagem do extrato hexanico com éter etilico,
apos remogao do solvente, foi possivel isolar oito substancias (algumas como

misturas), conforme esta representado na Figura 17.

SH1

Y Coluna A

[ \ Y \ Y Y Y Y

A A2 A3 M A5 A6 A7 A8
22 23-27]| 28-33(| 34-35]| 36-37]| 38-43| 44-55]| 56

+ + g Coluna E
MGO1 MGO1 mGo3 |Celu-
naB

e e
MG02 MG04__ ¥ E1 E2
37-48| | 49-69

B1 B2

25-29| 30-45 MGo3

Coluna C

MG03 MGO5y

e j
MGO04 r MGO1 - 3-oxo-friedelano

C1 Cc2
39-42| | 43-46

ColunaD + MGO3 - 3,11-dio xofriedelano
Y MGO07

\ Y Y

D1 D2 D3 D4
6-7 8-10 || 11-14(] 15-25] MGO6 - 3-0x0-29-hidroxifriedelano

MGO2 - 3B-hidroxifried elano

MGO04 - 3,16-dio xofriedelano

MGO05 - 3-0x0-12a -hidro xifriedelano

MG04 MGO05 MéﬂS MGO7 - acido oléico

e - - . -
MGO6 MGO08 - 3-0x0-12¢.,29-di-hidroxifriedelano

Figura 17: Fracionamento de SH1.
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1.1.3.2 - Elaboragao de FH2

FH2 foi obtido como filtrado da segunda lavagem do extrato hexanico (FH1)
com éter etilico. Apds evaporagdao do solvente, FH2 (3,5 g) foi submetido a CC
(Coluna F: 40 mm/100 cm), utilizando 300,0 g de silica gel 60 (70-230 Mesh) e os
eluentes hexano, cloroformio, acetato de etila e etanol puros ou em misturas em

gradiente de polaridade (Tabela 7).

Tabela 7. Ordem de eluicdo da coluna F

Eluentes Fracoes de 200 mL
Hexano 1-34
Hexano/cloroférmio (1:1) 35-57
Cloroformio 58 - 112
Cloroférmio/acetato de etila (1:1) 113 - 126
Acetato de etila 127 - 135
Etanol 136 — 140

Foram recolhidas 140 fragdes de 200 mL cada. A evolugdo do processo de
eluicdo da coluna foi acompanhada por CCD e as fragées agrupadas de acordo com
o perfil observado nas cromatoplacas. As fragbes foram reunidas em nove grupos
(Figura 18, pag. 40).

Grupo F1 (fragdes 55 a 66): apresentou-se como um solido branco (9,2 mg).
Quatro manchas foram observadas na cromatoplaca. Nao foram realizados outros
testes devido a pequena quantidade de amostra e as fragdes posteriores também
apresentaram indicios da substancia com a mancha mais intensa e, portanto, mais

promissoras.

Grupo F2 (fragdoes 67 a 69): apresentou-se como um material branco
pastoso (56,0 mg). Este material foi submetido a lavagem com éter etilico, obtendo
um sélido branco (28,0 mg) e um material oleoso. O material sélido foi comparado
por CCD com amostras auténticas de 3-oxofriedelano e indicou tratar-se dessa

substancia. A analise por IV, RMN de 'H e C confirmou a presenca de 3-
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oxofriedelano (MGO01) contaminado com substancia de cadeia longa (ndo foi
possivel sua identificagdo). A analise por CCD da fragdo oleosa indicou a presenga

de quatro manchas e devido a pequena quantidade nao foi trabalhada.

Grupo F3 (fragao 70): apresentou-se como um material branco pastoso em
forma de pequenas placas (40,0 mg). O material foi submetido a lavagem com éter
etilico e hexano, obtendo um sdlido branco cristalino em forma de pequenas placas
(35,3 mg) e um material oleoso. A comparagéo dos espectros na regido do IV e por
CCD utilizando amostras auténticas de 3-oxofriedelano e 3[B-hidroxifriedelano,
indicaram tratar-se de mistura dessas substancias (MG01) e (MG02). A analise por
CCD da fracado oleosa indicou a presenca de trés manchas e devido a pequena

quantidade néo foi trabalhada.

Grupo F4 (fragoes 71 e 72): apresentou-se como um material branco
pastoso (8,5 mg). O material foi submetido a lavagem com éter etilico e hexano,
obtendo um solido branco cristalino em forma de pequenas placas (3,3 mg) e um
material oleoso. A comparagdo por CCD com amostra auténtica de 3pB-
hidroxifriedelano indicou tratar-se dessa substancia. A analise desta amostra por |V,
RMN de 'H e "C confirmou a presenca de 3B-hidroxifriedelano (MG02) contaminado
com acido de cadeia longa (ndo foi possivel sua identificagdo). A fragdo oleosa n&o

foi trabalhada devido a pequena quantidade e complexidade.

Grupo F5 (fragoes 73 a 88): apresentou-se como um solido branco (9,0 mg).
Trés manchas foram observadas na cromatoplaca. Nao foram realizados outros
testes devido a pequena quantidade de amostra e as fragdes posteriores também
apresentaram indicios da substancia com maior propor¢cao e, portanto, mais

promissoras.

Grupo F6 (fragoes 89 a 101): apresentou-se como um material amarelo
pastoso (33,0 mg). Todo material foi submetido a lavagens com hexano, obtendo um
sélido branco (30,0 mg). O teste LB indicou a presenca de esteroide (coloragéo
esverdeada). A comparacgédo por CCD com amostra auténtica de (-sitosterol indicou
tratar-se dessa substancia. A andlise desta amostra por IV, RMN de 'H e *C

confirmou a presenga de [-sitosterol (MG09).
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Grupo F7 (fracoes 102 a 113): apresentou-se como um material amarelo
pastoso (5,0 mg). Trés manchas foram observadas na cromatoplaca e devido a

pequena quantidade de amostra, este grupo nao foi trabalhado.

Grupo F8 (fragdao 114): apresentou-se como um solido amarelo pastoso
(100,7 mg). Cinco manchas foram observadas na cromatoplaca. O grupo F8 foi
recromatografado em CC (Coluna G: 20 mm/40 cm), utilizando 7,0 g de silica gel 60
(70-230 Mesh) e os eluentes cloroférmio, acetato de etila e metanol puros ou em

misturas em gradiente de polaridade (Tabela 8).

Tabela 8. Ordem de eluicdo da coluna G

Eluentes Fragcoes de 5 mL
Cloroférmio/acetato de etila (9:1) 1-35
Acetato de etila/metanol (1:1) 36 — 46
Metanol 47 — 49

Foram recolhidas 49 fracdes de 5 mL cada. O desenvolvimento da coluna foi
acompanhado por CCD e as fragbes agrupadas de acordo com o perfil observado
nas cromatoplacas. As fragdes foram reunidas em quatro subgrupos (Figura 18, pag.
40).

Subgrupo G1 (fragoes 3 e 4): apresentou-se como um soélido amorfo (13,0
mg). A analise por CCD, IV, RMN de 'H e '*C, indicou tratar-se de mistura de 3,11-
dioxofriedelano (MG03) e 3,16-dioxofriedelano (MG04).

Subgrupo G2 (fragdes 5 a 8): apresentou-se como um solido branco (50,3
mg). Quatro manchas foram observadas na cromatoplaca. O subgrupo G2 foi
recromatografado em CC (Coluna H: 15 mm/50 cm), utilizando 4,7 g de silica gel 60
(70-230 Mesh) e os eluentes cloroférmio, acetato de etila e metanol puros ou em

misturas em gradiente de polaridade (Tabela 9, pag. 38).
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Tabela 9. Ordem de eluicdo da coluna H

Eluentes Fracoes de 5 mL
Cloroférmio 1-53
Cloroférmio/acetato de etila (7:3) 54 — 61
Cloroférmio/acetato de etila (6:4) 62 — 69
Cloroférmio/acetato de etila (1:1) 70-77
Acetato de etila 78 — 85
Acetato de etila/metanol (1:1) 86 — 94
Metanol 95 -97

Foram recolhidas 97 fracdes no total, de 5 mL cada. A evolugcdo do processo
de eluigdo da coluna foi acompanhada por CCD e as fragées agrupadas de acordo
com o perfil observado nas cromatoplacas. As fragbes foram reunidas em trés

subgrupos (Figura 18, pag. 40).

Subgrupo H1 (fracdées 11 a 19): apresentou-se como um sélido amorfo (5,2
mg). A analise por CCD, RMN de 'H e 'C, indicou tratar-se de mistura de 3,11-
dioxofriedelano (MG03) e 3,16-dioxofriedelano (MG04).

Subgrupo H2 (fragées 20 a 39): apresentou-se como um solido branco (2,0
mg). Foi observada na cromatoplaca apenas uma mancha de Rf diferente de todas
as substancias e misturas isoladas até o momento. Devido a pequena quantidade de

amostra nao foi possivel identifica-la.

Subgrupo H3 (fracdes 40 a 54): apresentou-se como um solido branco (11,5
mg). A amostra foi recristalizada em etanol e gotas de cloroformio, obtendo-se um
sélido cristalino em forma de agulhas (8,3 mg). Apenas uma mancha rosa (revelador:
acido perclérico/vanilina) foi observada na cromatoplaca. A analise por RMN de 'H e

3C indicou tratar-se de 3-oxo-12a-hidroxifriedelano (MGO05).

Subgrupo G3 (fragdes 9 a 13): apresentou-se como um solido amorfo (17,0
mg). Trés manchas foram observadas na cromatoplaca. O subgrupo G3 foi
submetido a uma CCD preparativa (eluente: cloroférmio/acetato de etila — 8,5:1,5)

obtendo apenas um solido amorfo (4,0 mg). O perfil em CCD e a analise por RMN de
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'H e C, indicaram tratar-se de mistura de 3,11-dioxofriedelano (MGO03) e 3,16-
dioxofriedelano (MG04).

Subgrupo G4 (fragdes 14 a 21): apresentou-se como um sélido branco (11,2
mg). O perfil em CCD mostrou-se complexo e devido a pequena quantidade de

amostra, este subgrupo nao foi trabalhado.

Grupo F9 (fracoes 115 a 121): apresentou-se como um sdélido amarelo
pastoso (1,1 g). Cinco manchas foram observadas na cromatoplaca. O grupo G9 foi
recromatografado em CC (Coluna I: 20 mm/70 cm), utilizando 43,0 g de silica gel 60
(70-230 Mesh) e os eluentes hexano, cloroformio, acetato de etila e metanol puros

ou em misturas em gradiente de polaridade (Tabela 10).

Tabela 10. Ordem de eluicdo da coluna |

Eluentes Fragcdes de 10 mL

Hexano 1-15
Hexano/cloroférmio (1:1) 16 — 33
Hexano/cloroférmio (3:7) 34 - 46
Cloroférmio 47 — 64
Cloroférmio/acetato de etila (9:1) 65-72
Cloroférmio/acetato de etila (7:3) 73 -82
Cloroférmio/acetato de etila (1:1) 83-90
Acetato de etila 91-98

Acetato de etila/metanol (1:1) 99 - 106

Metanol 107 - 109

Foram recolhidas 109 fragcdes de 10 mL cada. O desenvolvimento da coluna
foi acompanhado por CCD e as fragdes agrupadas de acordo com o perfil observado
nas cromatoplacas. As fracbes foram reunidas em trés subgrupos (Figura 18, pag.
40).

Subgrupo |1 (fracées 60 e 61): apresentou-se como um solido marrom
pastoso (41,8 mg). A andlise por IV, CG-EM, RMN de 'H e "*C, indicou tratar-se de
acido palmitico (MG10).
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Subgrupo 12 (fracbes 62 a 77): apresentou-se como um solido marrom
pastoso (23,5 mg). A analise por IV, RMN de 1D e 2D, indicou tratar-se de uma
mistura de triterpenos de esqueletos diferentes. Devido a complexidade da mistura

nao foi possivel identifica-los.

Subgrupo I3 (fragcoes 78 a 105): apresentou-se como um material oleoso
(316,0 mg). O perfil observado na cromatoplaca indicou tratar-se de uma mistura
complexa. Este subgrupo foi recromatografado em CC de silica gel 60 (70-230

Mesh). Mesmo assim n&o foi possivel identificar substéncia alguma.

De FH2 foi possivel isolar sete substancias (algumas como mistura),

conforme esta representado na Figura 18.

FH2

Coluna F

L

F1 ||[F2 ||F3 ||F4 ||[F5 ||Fe [|[F7 |[F8 || Fo
55-66||_67-69]| 70 71-72])|_73-88]189-101|102-113[ 114 |[115-121

*3 lCqu-
MGO01 MGO01 MG02 MG09 naG
impuro e impuro * ¢ ¢ ¢ Colunall
MGO02
G4

14-21
MGO1 - 3-oxo-friedelano m

I 12 13
60-61]| 62-77]|78-105

MGO2 - 33-hidroxifriedelano

MGO03 - 3,11-dioxofriedelano

MGO04 - 3,16-dioxofriedelano

MGO5 - 3-oxo-12a-hidroxifriedelano

MGO9 - g-sitosterol

MG10 - acido palmitico

Figura 18: Fracionamento de FH2.
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1.1.3.3 — Elaborac¢ao de FH3

FH3 foi obtido pela lavagem de SH2 com cloroférmio (Figura 16, pag. 28).
FH3 (46,3 mg) foi submetido a CC (Coluna J: 15 mm/40 cm), utilizando 3,3 g de
silica gel 60 (70-230 Mesh) e os eluentes hexano, cloroférmio, acetato de etila e

etanol puros ou em misturas em gradiente de polaridade (Tabela 11).

Tabela 11. Ordem de eluicdo da coluna J

Eluentes Fragdes de 5 mL
Hexano 1-10
Cloroformio 11 -39
Cloroférmio/acetato de etila (9,5:0,5) 40 - 53
Cloroférmio/acetato de etila (9:1) 54 — 61
Cloroférmio/acetato de etila (8:2) 62 — 69
Cloroférmio/acetato de etila (1:1) 70-75
Acetato de etila 76 - 80
Etanol 81 -85

Foram recolhidas 85 fracdes de 5 mL cada. O desenvolvimento da coluna foi
acompanhado por CCD e as fragdes agrupadas de acordo com o perfil observado

nas cromatoplacas. As fragdes foram reunidas em cinco grupos (Figura 19, pag. 42).

Grupo J1 (fragdes 11 a 19): apresentou-se como um sélido branco cristalino
em forma de pequenas placas (6,0 mg). A analise comparativa por CCD e pelos
espectros na regidao do IV utilizando amostras auténticas de 3-oxofriedelano e 33-

hidroxifriedelano indicaram tratar-se de mistura dos dois compostos MG01 e MGO02.

Grupo J2 (fragoes 20 a 47): apresentou-se como um solido branco (5,0 mg).
Foram observadas trés manchas na cromatoplaca e devido a pequena quantidade

de amostra, este grupo néo foi trabalhado.

Grupo J3 (fragcoes 48 a 57): apresentou-se como um sélido branco (17,8
mg). Trés manchas foram observadas na cromatoplaca. O subgrupo J3 foi

submetido a uma CCD preparativa (eluente: hexano/cloroformio — 1:1) obtendo
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apenas um solido branco (2,0 mg). A analise por CCD, RMN de 'H e "*C, indicou
tratar-se de mistura de 3-oxofriedelano (MGO01) e acido de cadeia longa (ndo foi

possivel sua identificacao).

Grupo J4 (fragoes 58 a 76): apresentou-se como um solido branco (4,0 mg).
Quatro manchas foram observadas na cromatoplaca e devido a pequena quantidade

de amostra, este grupo néo foi trabalhado.

Grupo J5 (fragdes 77 a 79): apresentou-se como solido branco (3,2 mg). O
teste LB indicou a presenga de esteroide (coloragdo esverdeada). Apenas uma
mancha violeta (revelador: acido perclérico/vanilina) foi observada na cromatoplaca
e a comparagdo com amostra auténtica de B-sitosterol, indicou tratar-se do mesmo
(MG09).

De FH3 foi possivel isolar trés substancias (algumas como mistura), conforme

esta representado na Figura 19.

FH3
y Coluna J

Y \ \ Y MGO01 - 3-oxo-friedelano
J11J2 fJs Ja i Js MGO2 - 3p-hidroxifriedelano
11-19| 20-47|| 48-57|| 58-76|| 77-79

+ MGO9 - 3-sitosterol
MGO01 MGo01 MG09

e

MGO02

Figura 19: Fracionamento de FH3.

1.1.3.4 — Elaboragao de SH3

SH3 (17,2 mg) foi obtido como solido marrom pela lavagem de SH2 com
cloroférmio (Figura 16, pag. 28). O espectro na regido do IV n&o foi informativo para
identificacdo do solido. Analises posteriores ndo foram possiveis, pois o sélido néo

foi soluvel em solvente orgénico e nem em agua.
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1.2 — Determinacgao Estrutural

1.2.1 — MGO01: 3-oxofriedelano (friedelina)

MGO01 foi isolado de SH1, FH2 e FH3 conforme representado nas Figuras 17,
18 e 19 pag. 34, 40 e 42. Apresentou-se como sélido branco, soluvel em cloroférmio
e de faixa de fusdo 257-261 °C. A férmula molecular foi determinada como C3oHs500
baseada no experimento de RMN de C. O teste LB foi positivo para triterpeno
pentaciclico. A analise por CCD deste s6lido usando diferentes eluentes evidenciou
a existéncia de uma mancha amarela (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura 20, pag. 44), de MG01 apresentou bandas
de absorcdo em: 2925-2849 cm™ caracteristica de estiramento simétrico e
assimétrico da ligacdo CH de compostos alifaticos, 1714 cm™ caracteristica de
estiramento de ligagdo CO de carbonila de cetona e 1462 e 1389 cm™ caracteristica

de deformagao angular no plano de ligagao simples CH de compostos alifaticos.
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Figura 20: Espectro na regido do IV de MG01 (ATR).

O espectro de RMN de "H (Figura 21, pag. 45) apresentou sete simpletos em
on 0,72; oy 0,86; o4 0,96; on 1,01 (a integral deste sinal indicou a sobreposicéo de
dois sinais); on 1,05 e oy 1,18 relativos a sete metilas e um dupleto em 64 0,88 (J =
6,8 Hz) associado a outra metila (C-23) caracteristica de triterpenos de esqueleto
friedelano (MAHATO E KUNDU, 1994).

A analise do espectro de RNN de *C e subespectro DEPT135 (Figuras 22, 23
e 24 pag. 45 e 46) indicou um total de 30 sinais de carbono, que foram classificados
como sendo 8 CHs, 11 CHy, 4 CH e 7 C. O sinal em 8¢ 213,06 confirmou a presenca
de carbonila de cetona.

Estes dados aliados a faixa de fusdo, a comparagdo direta com amostra
auténtica e a dados de RMN de '*C da literatura (QUEIROGA et al., 2000) (Tabela
12, pag. 47), permitiram identificar MG01 como sendo 3-oxofriedelano. MGO01 ja foi
isolado das folhas de Maytenus gonoclada (OLIVEIRA et al., 2007).
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Tabela 12: Comparacéo dos dados de RMN de ®*C de MGO01 com os dados da

literatura para 3-oxofriedelano (QUEIROGA et al., 2000)

. 5c

Ne | Pode | G de o EIROGA
carbono MGO01
et al., 2000)
1 CH; 22,29 22,3
2 CH; 41,53 41,5
3 C 213,06 213,2
4 CH 58,20 58,3
5 C 42,14 421
6 CH; 41,29 41,3
7 CH; 18,25 18,2
8 CH 53,11 53,1
9 C 37,46 37,4
10 CH 59,47 59,4
11 CH; 35,63 35,6
12 CH; 30,52 30,5
13 C 39,72 39,7
14 C 38,31 38,3
15 CH; 32,44 32,4
16 CH; 36,04 36,0
17 C 30,01 30,0
18 CH 42,83 42,8
19 CH; 35,37 35,3
20 C 28,18 28,1
21 CH; 32,81 32,7
22 CH; 39,27 39,2
23 CH; 6,84 6,8
24 CHs; 14,66 14,6
25 CHs; 17,95 17,9
26 CHs; 20,27 20,2
27 CH;3 18,68 18,6
28 CHs; 32,11 32,1
29 CH; 35,04 35,0
30 CH; 31,81 31,8
Solvente: *CDCls + Piridina-ds **CDCls
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1.2.2 - MGO02: 3p-hidroxifriedelano (3p-friedelinol)

MGO02 foi isolado do so6lido de SH1, FH2 e FH3 conforme representado nos
esquemas 17, 18 e 19 pag. 34, 40 e 42. Apresentou-se como solido branco cristalino
em forma de pequenas placas, parcialmente soluvel em cloroférmio e de faixa de
fusdo 276-281 °C. A formula molecular foi determinada como C3yHs50O baseada no
experimento de RMN de '®C. O teste LB foi positivo para triterpeno pentaciclico. A
analise por CCD deste sdélido usando diferentes eluentes evidenciou a existéncia de
uma mancha lilas (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura 25, pag. 49), de MG02 apresentou bandas
de absorgdo em: 3619 e 3471 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo OH de
hidroxila, 2925-2869 cm™ caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico da
ligagdo CH de compostos alifaticos e 1448 e 1384 cm™ caracteristicas de
deformagédo angular no plano de ligagdo simples CH de compostos alifaticos. As
bandas em 1706 cm™ caracteristica de estiramento de ligagdo CO de carbonila de

cetona, contaminando MGO02.
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Figura 25: Espectro na regido do IV de MG02 (ATR).

O espectro de RMN de 'H (Figura 26, pag. 50) apresentou oito simpletos em
on 0,86; o4 0,93; 64 0,95; & 0,97; 61 0,99; o4 1,00; 64 1,01 € Oy 1,17 correspondente
a oito metilas, caracteristicas de triterpenos pentaciclicos. O perfil apresentado pelos
sinais de oy 0,86 a o4 2,09 indica a natureza triterpénica de MG02. Também foi
possivel observar um multipleto em o6y 3,73 referente a hidrogénio ligado em
carbono hidroxilado. O sinal intenso em o0y 1,26 confirma a presengca de
contaminagao de natureza graxa juntamente com MGO02.

A analise do espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT135 (Figuras 27 e
28 pag. 50 e 51) indicou a presenga de 32 sinais de carbono, sendo que 30 s&o
caracteristicos de triterpeno da série friedelano. O sinal em &¢ 72,78 foi atribuido ao
carbono ligado a hidroxila e o sinal em &¢ 29,72 juntamente com o sinal em &¢c 14,67
(carbono metilico) foram atribuidos a impureza graxa da amostra.

Estes dados aliados a faixa de fusdo, a comparacao direta com amostra
auténtica e a dados de RMN de '°C da literatura (SALAZAR et al., 2000)
(Tabela 13, pag. 52), permitiram identificar MG02 como sendo 3p-
hidroxifriedelano. MG02 ja foi isolado das folhas de Maytenus gonoclada
(OLIVEIRA et al., 2007).
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Tabela 13: Comparacéo dos dados de RMN de ®*C de MG02 com os dados da

literatura para 3p-hidroxifriedelano (SALAZAR et al., 2000)

Ne | [Pode | Ocde (SAIG_:ZAR
carbono MG02
et al., 2000)
1 CH; 15,82 16,16
2 CH; 36,11 36,14
3 CH 72,78 71,59
4 CH 49,21 49,62
5 C 37,86 38,09
6 CH; 41,76 41,99
7 CH; 17,58 17,69
8 CH 53,23 53,27
9 C 37,14 37,18
10 CH 61,39 61,65
11 CH; 35,37 35,66
12 CH; 30,66 30,69
13 C 38,40 38,38
14 C 39,70 39,69
15 CH; 32,36 32,34
16 CH; 35,58 35,90
17 C 30,05 30,02
18 CH 42,86 42,88
19 CH; 35,23 35,36
20 C 28,20 28,17
21 CH; 32,85 32,88
22 CH; 39,30 39,28
23 CHs; 11,64 12,09
24 CHs; 16,42 16,58
25 CHs; 18,27 18,35
26 CHs; 20,14 20,13
27 CHs; 18,66 18,69
28 CHs; 32,11 32,12
29 CHs; 35,04 35,02
30 CHs; 31,81 31,85

Solvente: *CDCl3

**CDCl3 + Piridina-ds
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1.2.3 — MGO03: 3,11-dioxofriedelano e MG04: 3,16-dioxofriedelano

30 29 30 29

-|||I|||||[:])
-|||I|||||[:])

A mistura de MGO03 (3,11-dioxofriedelano) e MGO04 (3,16-dioxofriedelano) foi
isolada de SH1 e FH2, conforme representado nas Figuras 17 e 18 pag. 34 e 40.
Apresentou-se como solido amorfo, soluvel em cloroférmio e de ponto de fusdo 268-
274 °C. O teste LB foi positivo para triterpeno pentaciclico. A analise por CCD desta
mistura usando diferentes eluentes evidenciou a existéncia de uma mancha lilas
(revelador: acido perclorico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura 29, pag 54), da mistura de MG03 e MG04,
apresentou bandas de absorcdo em: 2925 e 2868 cm™ caracteristicas de
estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo CH de compostos alifaticos, 1715 e
1693 cm™' caracteristicas de estiramento de ligacdo dupla CO de cetona e 1458 e
1391 cm™' caracteristica de deformac&o angular no plano de ligagado simples CH de
compostos alifaticos.

O espectro de RMN de 'H (Figura 30, pag 54) apresentou um grande nimero
de multipletos entre oy 0,67 e 2,28 sugerindo tratar-se de uma mistura de triterpenos
pentaciclicos. Apresentou também um dupleto em oy 2,62 e multipleto em &4 2,36,
ambos possivelmente de hidrogénios vizinhos a carbono carbonilico (PAVIA et al.,
2001).
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Figura 29: Espectro na regido do IV da mistura de MG03 e MG04 (ATR).
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O espectro de RMN de *C (Figuras 31 e 32, pag. 55 e 56) indicou a presenca
de 57 sinais. As intensidades de alguns sinais observados possibilitaram a
identificacdo de trés sinais de carbono sobrepostos, totalizando assim, 60 sinais.
Com o auxilio do subespectro DEPT 135 (Figura 33, pag. 56), estes sinais foram
classificados como sendo 16 CHs, 20 CH,, 8 CH e 16 C, confirmando uma mistura
de triterpenos. A presenga dos sinais em dc 6,91 e 8¢ 6,96 caracteristicos de
carbono metilico (C-23) préximo a carbonila (C-3) sugeriram a presenga de
triterpenos pentaciclicos de esqueleto friedelano (MAHATO E KUNDU, 1994). Os
sinais em &¢ 211,48, &¢c 212,02, d¢c 213,69 e Oc 218,14 indicaram a presenca de
triterpenos dicarbonilicos.

A comparagao dos dados de RMN de *C com a literatura (OLIVEIRA, 2007)
(Tabela 14, pag. 57), confirmaram a presenca de 3,11-dioxofriedelano (MGO03) e
3,16-dioxofriedelano (MG04) na mistura. A mistura destes compostos ja foi isolada
das folhas de Maytenus gonoclada (OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA, 2007).
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Figura 31: Espectro de RMN de "*C (100 MHz) da mistura de MG03 e MG04
em CDClI3 + Piridina-ds.
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Tabela 14: Comparacéo dos dados de RMN de "*C de MG03 e MG04 com os dados da

literatura para 3,11-dioxofriedelano e 3,16-dioxofriedelano (OLIVEIRA, 2007)

- Tipo de | &¢c* de (OL::;:EIRA, Tipo de oc* de (OLIGVCEIRA,
carbono | MGO03 carbono MG04

2007) 2007)
1 CH; 22,33 22,38 CH; 22,19 22,24
2 CH; 40,81 40,94 CH; 41,34 41,42
3 C 211,48 212,72 C 212,02 212,10
4 CH 58,93 58,10 CH 57,84 58,10
5 C 42,13 42,26 C 41,94 42,08
6 CH; 41,06 41,00 CH; 41,06 41,15
7 CH; 18,41 18,60 CH; 18,55 18,60
8 CH 53,08 53,18 CH 52,20 52,30
9 C 55,46 55,56 C 37,52 37,61
10 CH 53,08 53,18 CH 58,98 59,30
11 C 213,69 214,18 CH, 35,27 35,35
12 CH; 51,30 51,39 CH, 29,02 29,06
13 C 43,87 44,00 C 39,00 39,08
14 C 43,79 43,89 C 40,37 40,41
15 CH, 31,75 31,58 CH, 50,10 50,15
16 CH; 36,34 36,28 C 218,14 219,04
17 C 29,66 29,70 C 45,16 45,27
18 CH 36,67 36,62 CH 43,87 43,89
19 CH, 35,59 35,60 CH, 35,38 35,41
20 C 28,40 28,40 C 27,56 27,59
21 CH; 33,16 33,16 CH, 31,64 31,76
22 CH; 39,16 39,14 CH, 30,86 30,74
23 CH; 6,96 6,91 CH; 6,91 6,85
24 CHs; 14,49 14,61 CHs; 14,56 14,66
25 CHs; 18,09 18,18 CHs; 17,25 17,37
26 CHs; 19,04 19,15 CHs; 20,20 20,28
27 CHs; 19,99 19,94 CHs; 16,16 16,22
28 CH; 31,94 31,95 CH;3 27,29 27,36
29 CH; 31,83 31,87 CH; 31,08 31,08
30 CH; 34,42 34,33 CH; 35,22 35,25

Solvente: *CDClI3 + Piridina-ds ~ **CDCl3
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1.2.4 — MGO05: 3-oxo0-12a-hidroxifriedelano

o

MGO5 foi isolado de SH1 e FH2, conforme representado nas Figuras 17 e 18
pag. 34 e 40. Apresentou-se como solido branco, soluvel em cloroformio e de faixa
de fusdo 269-273 °C. A formula molecular foi determinada como C3oHs002 baseada
no experimento de RMN de "*C. O teste LB foi positivo para triterpeno pentaciclico.
A analise por CCD deste sélido usando diferentes eluentes evidenciou a existéncia
de apenas uma mancha, rosa (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura 34, pag. 59), de MG05 apresentou bandas
de absorgdo em: 3510 cm™ caracteristica de estiramento da ligagdo OH de hidroxila,
2970-2862 cm™' caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico da ligagdo CH
de compostos alifaticos, 1716 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo dupla
CO de cetona e 1454 e 1382 cm™ caracteristicas de deformacéo angular no plano

de ligagao simples CH de compostos alifaticos.
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Figura 34: Espectro na regido do IV de MG05 (ATR).

O espectro de RMN de 'H (Figura 35, pag. 60) apresentou seis simpletos em
on 0,72; o4 0,96 (a intensidade e integral deste sinal indicaram a sobreposi¢ao de
dois sinais); on 1,02; o4 1,04; oy 1,06 e o4 1,21 relativos a sete metilas e um dupleto
em oy 0,88 (J = 6,4 Hz) associado a outra metila (C-23) caracteristica de triterpenos
de esqueleto friedelano (MAHATO E KUNDU, 1994). Foi observado um dupleto
duplo em 6y 3,90 (J = 4,4 e 11,2 Hz) confirmando a presenga de hidroxila. O perfil
apresentado pelos sinais de oy 0,72 a oy 2,39 é caracteristico de triterpenos
pentaciclicos (Figura 36, pag. 60).

A analise do espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT135 (Figuras 37 e
38, pag. 61) indicou um total de 30 sinais de carbono, que foram classificados como
sendo 8 CHs3, 10 CHy, 5 CH e 7 C. O sinal em ¢ 212,73 confirmou a presenca de
carbonila de cetona e o sinal em &¢ 73,15 foi atribuido ao carbono hidroxilado.

Estes dados aliados a faixa de fusdo (269-273 °C), a comparagao direta com
amostra auténtica e a dados de RMN de "*C da literatura (OLIVEIRA et al., 2007)
(Tabela 15, pag. 62), permitiram identificar MGO05 como sendo 3-oxo-12a-
hidroxifriedelano. MGO05 foi isolado pela primeira vez das folhas de Maytenus
gonoclada (OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA, 2007).
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Tabela 15: Comparacéo dos dados de RMN de "*C de MGO05 com os dados da

literatura para 3-oxo-12a-hidroxifriedelano (OLIVEIRA et al., 2007)

- Tipo de Oc* de Oc**(OLIVEIRA
carbono MGO05 et al., 2007)

1 CH; 22,33 22,3
2 CH; 41,39 41,4
3 C 212,73 212,7
4 CH 58,19 58,1
5 C 41,91 41,9
6 CH; 41,19 41,2
7 CH; 18,13 18,1
8 CH 52,96 52,9
9 C 38,26 38,2
10 CH 59,42 59,4
11 CH; 47,38 47,4
12 CH 73,15 72,7
13 C 45,29 45,3
14 C 40,45 40,4
15 CH, 33,50 33,4
16 CH; 36,11 36,1
17 C 30,84 30,8
18 CH 44,13 442
19 CH; 38,70 38,4
20 C 28,43 28,4
21 CH; 32,62 32,7
22 CH; 39,60 39,6
23 CH; 6,81 6,8
24 CHs; 14,64 14,6
25 CH; 19,33 19,3
26 CH; 20,53 20,5
27 CHs; 11,46 11,6
28 CHs; 31,74 31,8
29 CH; 35,04 34,9
30 CH; 31,84 31,9

Solvente: *CDCl3

**CDCls+ Piridina-ds
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1.2.5 - MGO05: 3-oxo0-12a-hidroxifriedelano e MGO06: 3-0xo0-29-

hidroxifriedelano

3Q 29 3 29 o
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A mistura de MGO05 (3-oxo-12c-hidroxifriedelano) e MGO06 (3-oxo0-29-
hidroxifriedelano) foi isolada de SH1, conforme representado na Figura 17 pag. 34.
Apresentou-se como solido branco, soluvel em cloroférmio e de faixa de fusdo 253-
272 °C. O teste LB foi positivo para triterpeno pentaciclico. A analise por CCD desta
mistura usando diferentes eluentes evidenciou a existéncia de duas manchas, uma
de maior Rf, violeta e outra de menor, rosa (revelador: acido perclorico/vanilina).
Devido a pequena diferenca de Rf ndo foi possivel isolar estas substéncias
utilizando métodos cromatograficos classicos. A comparagdo com padrao de 3-oxo-
12a-hidroxifriedelano em CCD indicou que a mancha rosa tratava-se deste
triterpeno.

O espectro na regido do IV (Figura 39, pag. 64), da mistura de MG05 e MGO06,
apresentou bandas de absor¢do em: 3509 cm™ caracteristica de estiramento da
ligagdo OH de hidroxila, 2930-2868 cm™ caracteristicas de estiramento simétrico e
assimétrico da ligagdo CH de compostos alifaticos, 1714 cm™ caracteristica de
estiramento de ligagdo dupla CO de cetona e 1452 e 1388 cm™ caracteristicas de

deformacgéao angular no plano de ligagdo CH de compostos alifaticos.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 40) apresentou um grande nimero de
multipletos entre oy 0,67 e 2,28 sugerindo tratar-se de uma mistura de triterpenos
pentaciclicos. A presenca de um dupleto duplo em 6y 3,90 (J = 4,0 e 11,2 Hz) e um

aparente quarteto em oy 3,27 confirmaram a presenga de grupos hidroxila.
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Figura 40: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) da mistura de MG05 e MG06
em CDCls.
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O espectro de RMN de *C (Figuras 41 e 42, pag. 65 e 66) indicou a presenca
de 58 sinais. As intensidades dos sinais observados possibilitaram a identificacao de
dois sinais de carbono sobrepostos, totalizando assim, 60 sinais. Com o auxilio do
subespectro DEPT 135 (Figura 43, pag. 66), estes sinais foram classificados como
sendo 15 CHs, 22 CH;, 9 CH e 14 C, indicando que uma das metilas de um
triterpeno deve estar hidroxilada. O sinal em &¢ 6,81 foi atribuido ao carbono metilico
(C-23) de esqueleto friedelano (MAHATO E KUNDU, 1994). Os sinais em 6¢ 212,73
e 0c 213,16 indicaram a presencga de duas carbonilas.

As intensidades dos sinais das carbonilas indicaram que a proporgao destes
triterpenos na amostra é de, aproximadamente, 1:1.

A comparagdo dos dados de RMN de *C com a literatura (OLIVEIRA et al.,
2007; MAHATO E KUNDU, 1994) (Tabela 16, pag. 67), confirmaram a presenca de
3-oxo-12a-hidroxifriedelano (MG05) e 3-oxo-29-hidroxifriedelano (MG06) na mistura.
A mistura destes compostos ja foi isolada das folhas de Maytenus gonoclada
(OLIVEIRA, 2007).
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Figura 41: Espectro de RMN de "*C (100 MHz) da mistura de MG05 e MG06
em CDCls.
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Tabela 16: Comparacédo dos dados de RMN de '*C de MG05 e MG06 com os dados da

literatura

para

3-0x0-120o-hidroxifriedelano

e 3-oxo0-29-hidroxifriedelano

(OLIVEIRA et al., 2007; MAHATO E KUNDU, 1994)

- Tipo de | &¢c* de oc* Tipo de Oc* de 6c* (MAHATO E
carbono | MGO05 | (OLIVEIRA,2007) | carbono MGO06 KUNDU, 1994)

1 CH; 22,32 22,3 CH; 22,29 22,3
2 CH; 41,30 41,4 CH; 41,53 41,6
3 C 213,16 212,7 C 212,73 212,2
4 CH 58,18 58,1 CH 58,2 58,3
5 C 41,91 41,9 C 42,16 42,2
6 CH; 41,18 41,2 CH; 41,38 41,4
7 CH; 18,12 18,1 CH; 18,25 18,3
8 CH 52,96 52,9 CH 53,41 53,5
9 C 38,25 38,2 C 37,45 37,5
10 CH 59,41 59,4 CH 59,48 59,6
11 CH; 47,38 47,4 CH; 35,65 35,7
12 CH 73,14 72,7 CH; 29,77 29,8
13 C 45,28 45,3 C 39,96 40,0
14 C 40,44 40,4 C 38,25 38,3
15 CH; 33,49 33,4 CH; 32,61 32,8
16 CH, 36,10 36,1 CH; 35,88 36,0
17 C 30,83 30,8 C 30,53 29,8
18 CH 4412 44,2 CH 41,88 42,0
19 CH, 38,68 38,4 CH; 30,60 30,6
20 C 28,42 28,4 C 33,12 33,2
21 CH; 32,74 32,7 CH; 27,81 27,9
22 CH, 39,60 39,6 CH; 39,51 39,6
23 CH; 6,81 6,8 CHs 6,81 6,8
24 CHs; 14,63 14,6 CH; 14,67 14,7
25 CH; 19,32 19,3 CH; 17,88 17,9
26 CH; 20,53 20,5 CHs 18,45 18,4
27 CHs; 11,47 11,6 CH; 20,76 20,8
28 CH; 31,73 31,8 CHs 32,09 32,1
29 CH; 35,03 34,9 CH, 74,78 74,8
30 CH; 31,83 31,9 CHs 25,82 259

Solvente: *CDCl3
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1.2.6 - MGO07: Acido oléico

MGO07 foi isolado de SH1, conforme representado na Figura 17 pag. 34.
Apresentou-se como um solido branco oleoso e soluvel em cloroférmio. A analise
por CCD deste sdélido usando diferentes eluentes evidenciou a existéncia de uma
mancha azul (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regiao do IV (Figura 44, pag. 69), de MGO07 apresentou banda
de absorgdo em: 3512 cm™ caracteristica de estiramento da ligagdo OH de hidroxila,
2968-2868 cm™' caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico da ligagdo CH
de compostos alifaticos, 1716 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo dupla
CO de &cido carboxilico (PAVIA et al., 2001), 1574 cm™ caracteristica de
estiramento de ligacdo dupla C=C e 1415 cm™ caracteristica de deformacéo angular

no plano de ligagéo simples H-C= de alcenos cis (BARBOSA, 2008).
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Figura 44: Espectro na regido do IV de MGO07 (ATR).

O espectro de RMN de 'H (Figura 45, pag. 70) apresentou um multipleto em
On 5,36 atribuido aos hidrogénios olefinicos. Os sinais em oy 2,34 indicam
hidrogénios de carbono metilénico vizinhos a carbonila e o sinal intenso em oy 1,26
indica hidrogénios de cadeia graxa.

A andlise do espectro de RMN de '*C (Figura 46, pag. 70) indicou que o
composto ndo estava puro, porém foi possivel observar 18 sinais (alguns sinais
sobrepostos) de maiores intensidades. Com o auxilio do subespectro DEPT 135
(Figura 47, pag 71), estes sinais foram classificados como sendo 1 CHs, 14 CHy, 2
CH e 1 C. Os sinais em 6¢c 129,74 e 6¢ 130,03 foram atribuidos aos carbonos

olefinicos. O sinal em o¢ 179,43 foi atribuido ao carbono carbonilico de acido.
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Figura 47: Subespectro DEPT135 (50 MHz) de MG07 em CDCls.

A comparacado dos sinais de maiores intensidades do espectro de RMN de
3C com os dados da literatura (OLIVEIRA, 2004) estdo descritos na Tabela 17, pag.
72. Estes dados aliados a comparacédo direta com amostra auténtica permitiram
sugerir MG07 como sendo acido oléico, o0 composto majoritario.

E a primeira vez que se isola acido oléico de M. gonoclada.
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Tabela 17: Comparacéo dos dados de RMN de ®*C de MGO07 com os dados da

literatura para o acido oléico (OLIVEIRA, 2004)

@) OH

- Tipo de oc* de Oc* (OLIVEIRA,
carbono MGO06 2004)
1 C 179,43 179,50
2 CH; 33,99 33,97
3 CH; 24,69 24,70
4 CH; 29,09 29,25
5 CH, 29,09 29,08
6 CH, 29,09 29,15
7 CH; 29,78 29,78
8 CH; 27,22 27,23
9 CH 130,03 130,03
10 CH 129,74 129,74
11 CH; 27,22 27,16
12 CH; 29,70 29,70
13 CH; 29,33 29,45
14 CH; 29,53 29,53
15 CH, 29,33 29,33
16 CH, 31,92 31,93
17 CH; 22,69 22,70
18 CHs; 14,12 14,12

Solvente: *CDCl3
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1.2.7 — MGO08: 3-0x0-120a,29-di-hidroxifriedelano

anllO
I
tlll'llllli])

MGO8 foi isolado de SH1, conforme esta representado na Figura 17, pag. 34.
Apresentou-se como soélido amorfo, totalmente soluvel em cloroférmio, de ponto de
fusdo 250-254 °C e possui [a]*p = -23 (c = 0,0012; CHCI3). A formula molecular foi
determinada como CsHs0O3 baseada no experimento de RMN de '°*C e de EM-ESI.
O teste LB foi positivo para triterpeno pentaciclico. A analise por CCD deste sélido
usando diferentes eluentes evidenciou a existéncia de uma mancha réosea muito
intensa (acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura 48, pag 74), de MGO08, apresentou bandas
de absorgdo em: 3327 cm™ caracteristica de estiramento da ligagdo OH de hidroxila,
2920 e 2850 cm™' caracteristicas de estiramento da ligagdo CH de compostos
alifaticos, 1712 cm™ caracteristica de ligacdo dupla CO de cetona e 1454 e 1381
cm™ caracteristicas de deformagdo angular no plano de ligagdo simples CH de
compostos alifaticos. Estes dados sugeriram tratar-se de uma substancia que possui
hidroxila e carbonila de cetona.

O espectro de RMN de 'H (Figura 49, pag. 75) apresentou seis simpletos em
0 0,70; 6 0,93; 6 0,97; 6 1,01; 6 1,17 € 6 1,18 e um dupleto em 6 0,87 (J = 7,0 Hz)
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correspondendo a sete grupos metila. O dupleto presente em & 0,87 permitiu

classificar MG08 como um triterpeno da série friedelano.
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Figura 48: Espectro na regido do IV de MG08 (ATR).

Foram observados, ainda, dois dupletos em 6 3,12 (J=11,2Hz) e 6 3,64 (J =
10,8 Hz) e um dupleto duplo em & 3,94 (J = 4,4 e 11,2 Hz) indicando a presencga de
grupos hidroxilas.

A auséncia de um dos oito grupos metila existentes no esqueleto basico de
triterpenos da série friedelano sugeriu a presenga de um grupo CH,OH.

Para o sinal em oy 3,94 (dupleto duplo, J = 4,4 e 11,2 Hz) o valor da
constante de acoplamento de 4,4 Hz sugeriu a presenga de um hidrogénio vicinal
acoplado a esse hidrogénio em um angulo de 60 °, e o valor da constante de
acoplamento de 11,2 Hz sugeriu a existéncia de acoplamento com um hidrogénio
vicinal em um angulo de 180 °. Essas informagdes sugeriram um posicionamento
axial para o hidrogénio ligado ao carbono hidroxilado (OLIVEIRA, 2007).

O espectro de RMN de "*C (Figura 50, pag. 76) apresentou 30 sinais, que

foram classificados como sendo 7 CH3, 11 CH,, 5 CH e 7 C, com o auxilio do
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subespectro DEPT135 (Figura 51, pag. 77). A presenca do sinal em o¢ 6,80,
caracteristico de metila C-23 de friedelanos que possui carbonila em C-3 (MAHATO
E KUNDU, 1994), juntamente com os sinais em &¢ 212,67 (C=0), éc 71,62 (CH) e &¢
72,06 (CHy) indicaram que MGO08 trata-se de um derivado friedelano que possui dois

grupos hidroxilas, faltando apenas definir a localizagdo da hidroxila.
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Figura 49: Espectro de RMN de H (400 MHz) de MG08 em CDCls + Piridina-
ds.

Uma vez que a substancia se trata de um derivado friedelano, alguns sinais
caracteristicos foram comparados a literatura (OLIVEIRA et al., 2007) (Tabela 18,
pag. 87) e uma analise detalhada nos mapas de contorno HSQC e HMBC foi
realizada.

Uma primeira analise do mapa de contorno HSQC (Figura 52, pag. 78) de
MGO08 permitiu correlacionar o sinal do carbono C-23 em 66,80 com H-23 em 6 0,87.
Outros sinais de carbonos foram correlacionados aos seus respectivos hidrogénios

pelo HSQC (Figura 52 e 53, p. 78 e 79), apds analise do mapa de contornos HMBC.
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Utilizando estes valores (C-23/H-23) como ponto de partida, procedeu-se,
entdo, a analise do mapa de contornos HMBC (Figura 54 e 55, pag. 80 e 81) a fim

de se atribuir os demais sinais aos carbonos e hidrogénios da molécula.
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Figura 50: Espectro de RMN de *C (100 MHz) de MG08 em CDCl; +
Piridina-ds.

O sinal de H-23 em ¢ 0,87 mostrou correlagdo com os sinais de carbono em &
41,84 (C-5) e em 06 58,07 (C-4) (Figura 54 e 55, pag. 80 e 81). Pelos mapas de
contorno HSQC foram atribuidos os valores dos sinais de hidrogénio para esses
carbonos.

No mapa de contornos HMBC, o sinal de hidrogénio H-4 em & 2,22 mostrou
correlagdo com os sinais de carbono em & 14,57 (C-24) (Figura 54, pag. 80) e &
41,84 (C-5) (Figura 54 e 55, pag. 80 e 81).
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O sinal de H-24 em & 0,70 mostrou correlagdo com os sinais de carbono em &
41,84 (C-5), em o 58,07 (C-4), em & 41,06 (C-6) e em & 59,29 (C-10) (Figura 54 e
55, pag. 80 e 81).

O sinal de H-10 em & 1,57 mostrou correlagdo com o sinal de carbono em &
38,32 (C-9) (Figura 55, pag. 81).

O sinal de C-9 em & 38,32 mostrou correlagdo com o sinal de hidrogénio em &
0,93 (Figura 54 e 55, pag. 80 e 81). Como esse sinal se refere a hidrogénio de
carbono metilico, ha possibilidade de correlagdo apenas com os hidrogénios de C-
25.
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Figura 51: Subespectro DEPT135 (100 MHz) de MG08 em CDCls + Piridina-
ds.
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O sinal de H-25 em ¢ 0,93 mostrou correlagdo com os sinais de carbono em &
46,97 (C-11), em 6 51,26 (C-8), em 6 38,32 (C-9) e em & 59,29 (C-10) (Figura 54 e
55, pag. 80 e 81).

O sinal de H-8 em & 1,37 mostrou correlagdo com o sinal de carbono em &
41,12 (C-13 ou C-14) (Figura 55, pag. 81).

O sinal de C-8 em & 51,26 mostrou correlagédo com o sinal de hidrogénio em &
0,97. Como esse sinal se refere a hidrogénio de carbono metilico e o sinal dos
hidrogénios de C-25 ja foi determinado, ha possibilidade de correlagdo apenas com
os hidrogénios de C-26 (Figura 54 e 55, pag. 80 e 81).
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Figura 52: Expansdo do mapa de contornos HSQC (400 MHz) de MG08 em
CDClI; + Piridina-ds.
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O sinal de H-26 em 6 0,97 mostrou correlagdo com os sinais de carbono em &
51,26 (C-8), 6 41,12 (C-13 ou C-14) e 6 44,80 (C-13 ou C-14) (Figura 54 e 55, pag.
80 e 81).

Os sinais de carbono em 6 41,12 e 6 44,80 (C-13 e/ou C-14) mostraram
correlagdo com o sinal de hidrogénio de metila em & 1,17, sendo este atribuido a H-
27 (Figura 54 e 55, pag. 80 e 81). Visto que, o sinal dos hidrogénios da metila C-26
ja foi atribuido.

O sinal de H-27 em 6 1,17 mostrou correlagdo com os sinais de carbono em &
44,29 (C-18), 6 41,12 (C-13 ou C-14), 6 44,80 (C-13 ou C-14) e em O 72,06, este
sinal s6 pode ser de C-12 (Figura 54 e 55, pag. 80 e 81). Como o sinal de C-12 esta
na regido de carbono hidroxilado determinou-se a localizacéo de uma das hidroxilas.

O sinal de H-18 em 6 1,94 mostrou correlagdo com os sinais de carbono em &
11,58 (C-27), em 6 31,73 (C-28), em 6 31,32 (C-17), em & 44,80 (C-13 ou C-14), em
0 31,67 (C-19 ou C-22), em & 38,12 (C-19 ou C-22) e em & 33,34 (C-20) (Figuras 54
e 55, pag. 80 e 81).
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Figura 53: Expansdo do mapa de contornos HSQC (400 MHz) de MG08 em
CDClI; + Piridina-ds.
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O sinal de H-28 em & 1,18 mostrou correlacido com os sinais de carbono em
0 31,32 (C-17), em 6 44,29 (C-18), 6 35,90 (C-16 ou C-22) e em & 38,12 (C-16 ou C-
22) (Figura 54 e 55, pag. 80 e 81).

Como o sinal de carbono em & 38,12 mostrou correlacdo com os sinais de
hidrogénio em 6 1,94 (H-18) e em & 1,18 (H-28) este foi atribuido ao carbono 22,
consequentemente o, 31,67 foi atribuido a C-19 e 6., 35,90 a C-16.

Figura 54: Expansao do mapa de contornos HMBC (400 MHz) de MG08 em
CDClI; + Piridina-ds.

O sinal de H-11 em & 1,75 mostrou correlagdo com o sinal de carbono em &
44,80, que so6 pode ser C-13 (Figura 54 e 55, pag. 80 e 81). Desta forma, definiu-se
o sinal do C-13 em 6 44,80 e de C-14 em 0 41,12.
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Figura 55: Expansdo do mapa de contornos HMBC (400 MHz) de MG08 em
CDClI; + Piridina-ds.

Um dos sinais de H-22 em © 1,75 mostrou correlagdo com os sinais de
carbono em & 31,73 (C-28) e em 9 29,86 (C-21) e o outro sinal em & 0,96 mostrou
correlagdo com o sinal de carbono em & 31,73 (C-28). Desta forma, foi possivel
confirmar o sinal de C-19 em & 31,67 e definir C-21 em & 29,86 (Figura 55, pag. 81).

O sinal de H-16 em 6 1,54 mostrou correlagdo com os sinais de carbono em &
41,12 (C-14), em 6 38,12 (C-22), em & 31,32 (C-17) e em & 31,55 (C-15) (Figuras 54
e 55, pag. 80 e 81).

O sinal de C-14 em & 41,12 mostrou correlagdo com os sinais de CH; em &
1,53 sendo este atribuido a H-7, visto que os outros sinais de CH, que poderiam
acoplar com C-14 ja foram atribuidos.

O sinal de H-19 em & 2,26 mostrou correlagdo com os sinais de carbono em &
31,32 (C-17), em & 33,34 (C-20) e em & 44,29 (C-18) (Figura 55, pag. 81).
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A partir da analise dos mapas de correlacbes NOESY de MGO08 foi possivel
definir a estereoquimica da molécula e localizar a outra hidroxila.

No mapa de correlagbes NOESY de MGO08 observou-se que o sinal de
hidrogénio em 6 0,87 (H-23) mostrou correlagdo com os sinais de hidrogénio em &
2,22 (H-4ax), em 6 2,26 (H-2ax), em 6 1,75 (H-6eq) e em 6 0,70 (H-24) (Figura 56,
pag. 83). O sinal de hidrogénio em & 0,70 (H-24) mostrou correlagdo com os sinais
de hidrogénio em 6 1,67 (H-1ax), em 6 1,75 (H-6eq) e em o 0,93 (H-25) (Figura 56,
pag. 83). O sinal de hidrogénio em & 0,93 (H-25) mostrou correlagdo com os sinais
de hidrogénio em 6 1,75 (H-11eq) (Figura 57, pag. 84) e em 6 3,94 (H-12) (Figura
57, pag. 84). O sinal de hidrogénio em & 3,94 (H-12) mostrou correlagdo com os
sinais de hidrogénio em & 0,97 (H-26), em &6 1,75 (H-11eq) e em & 1,94 (H-18)
(Figura 57, pag. 84), ficando assim estabelecido que H-12 esta na posi¢ao axial. O
sinal de hidrogénio em & 2,22 (H-4ax) mostrou correlagdo com os sinais de
hidrogénio em 6 1,26 (H-6ax) e em & 1,57 (H-10) (Figura 56, pag. 83). O sinal de
hidrogénio em 6 1,37 (H-8) mostrou correlagdo com os sinais de hidrogénio em &
1,17 (H-27) e em & 1,57 (H-10) (Figura 56, pag. 83). O sinal de hidrogénio em & 1,94
(H-18) mostrou correlagdo com o sinal de hidrogénio em 6 1,18 (H-28) e em & 0,97
(H-26) (Figura 56). Essas correlacdes estabelecem que os anéis B, C e D do
esqueleto friedelanico estdo na forma de cadeira (Figura 58, pag. 85).

O sinal de hidrogénio em & 1,18 (H-28) mostrou correlagdo com o sinal de
hidrogénio em 6 2,26 (H-19ax) (Figura 56, pag. 83). O sinal de hidrogénio em & 2,26
(H-19ax) mostrou correlagdo com o sinal de hidrogénio em & 1,26 (H-21ax) (Figura
56, pag. 83). O sinal de hidrogénio em & 1,75 (H-22ax) mostrou correlagdo com o
sinal de hidrogénio em 6 1,17 (H-27) (Figura 56, pag. 83). O sinal de hidrogénio em &
1,17 (H-27) mostrou correlagdo com o sinal de hidrogénio em & 3,64, que foi
atribuido ao hidrogénio da metila 29 (Figura 57, pag. 84). Como esse sinal esta na
regido de carbono hidroxilado localizou-se a outra hidroxila. O sinal de hidrogénio
em 0 3,64 (H-29b) mostrou correlagdo com o sinal de hidrogénio em & 1,75 (H-22ax)
(Figura 57, pag. 84). O sinal de hidrogénio em & 3,12 (H-29a) mostrou correlagao
com o sinal de hidrogénio em & 1,01 (H-30) (Figura 57). Essas correlagdes
estabelecem que o anel E do esqueleto friedelanico também esta na forma de

cadeira (Figura 58, pag. 85).
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Correlagées no mapa de contornos HMBC confirmaram a posigao da hidroxila
em C-29.
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Figura 56: Expansdo do mapa de correlagbes espaciais NOESY (400 MHz)
de MG08 em CDClI; + Piridina-ds.

O sinal de C-20 em 0 33,34 mostrou correlagdo com o sinal de hidrogénio em
0 1,01 (C-30) (Figura 54, pag. 80).

O sinal de H-30 em 6 1,01 mostrou correlagdo com os sinais de carbono em &
33,34 (C-20), em & 71,62 (C-29), 6 29,86 (C-21) e em 6 31,67 (C-19) (Figura 54 e
55, pag. 80 e 81).

O sinal de H-21 em & 1,26 mostrou correlagdo com o sinal de carbono em &
29,23 (C-30) (Figura 55, pag. 81).
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O sinal de C-30 em & 29,23 mostrou correlagdo com o sinal de hidrogénio em
0 3,12 (H-29) e em & 3,64 (H-29), confirmando o sinal de C-29 em & 71,62 (Figura

55, pag. 81).
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Figura 57: Expansdo do mapa de correlagbes espaciais NOESY (400 MHz)

de MG08 em CDClI3 + Piridina-ds.

O sinal de H-29 em & 3,12 mostrou correlagdo com o sinal de carbono em &

31,67 (C-19) (Figura 55, pag. 81).
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O sinal de H-19 em & 1,75 mostrou correlagdo com os sinais de carbono em &
29,23 (C-30) e em d 71,62 (C-29) e o outro sinal em d 2,26 mostrou correlagdo com
o sinal de carbono em & 29,23 (C-30) (Figura 55, pag. 81).

24/ N5,/ O\

CHj CHs

Figura 58: Algumas correlacées de MG08 de acordo com o estudo do mapa

de correlacdes espaciais NOESY.

A analise dos espectros de RMN 1D e 2D permitiram atribuir o deslocamento
quimico de todos os hidrogénios e carbonos para MG08. Estes dados estao listados
na Tabela 18, pag. 87, juntamente com os dados da literatura para o 3-oxo-12a-
hidroxifriedelano (OLIVEIRA et al., 2007).

A presenca do fragmento m/z = 423,35 (24 %) no espectro de massas (EM-
ESI, modo postivo) (Figura 59, pag. 86) confirmou a estrutura do composto. Esse
fragmento refere-se a massa do composto com um hidrogénio a mais e a perda de
duas moléculas de H,O [M + H - 2H,0] sendo que esse tipo de fragmentacéo é
comum em triterpenos pentaciclicos hidroxilados, como por exemplo, na betulina. A
perda de duas moléculas de agua na betulina ocorreu devido aos dois grupos
hidroxilas, como observado para (MG08) (RHOURRI-FRIH et al., 2009). Desta
forma, (MGO08) foi identificado como 3-oxo-12a,29-di-hidroxifriedelano, sendo,

portanto, um composto inédito.
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Figura 59: Espectro de massas (EM-ESI) de MG08. Condi¢cbdes de analise:
modo positivo, temperatura do capilar 290 °C, gas N, tenséo de
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Tabela 18: Dados de RMN 1D e 2D (400 MHz) de MG08 em CDCl; + Piridina-ds

o Tipo
e | ose | OMVEY | e car K HMBC NOESY
RA et al.,
2007) bono
1 22,34 22,3 CH> 1,67 ax; me 1,93 eq; m 24
) 41.35 M4 CH, 2,26 ax; J=6,2¢e 14,6;dd e 3
2,35eq; J=3,2¢e 14,6; dd
3 212,67 212,7 C -
4 58,07 58,1 CH 2,22;J=17,0;q 5,24 H 6ax, 10, 23
5 41,84 41,9 C -
6 41,06 41,2 CH> 1,26 ax; me 1,75 eq; m 4ax, 23, 24
7 18,31 18,1 CH> 1,35ax;me 1,53 eq; m 14
8 51,26 52,9 CH 1,37; m 14 10, 27
9 38,32 38,2 Cc -
10 59,29 59,4 CH 1,57; m 9 4ax, 8
11 46,97 47 .4 CH> 1,34 ax;me 1,75 eq; m 12ax, 25
12 72,06 72,7 CH 394;J=44e11,2;dd 11eq, 18, 26
13 44,80 45,3 Cc -
14 41,12 40,4 Cc -
15 31,55 CH: 1,44; m 26
16 35,90 36,1 CH2 1,54; m 14,15, 17, 22
17 31,32 30,8 Cc -
18 44,29 44,2 CH 1,94; m 13,17, 19, 20, 22, 27, 28 12ax, 26, 28
19 31,67 CHa 2,26 ax; me 1,75 eq; m 17, 18, 20, 21, 29, 30 21ax, 28
20 33,34 Cc -
21 29,86 CH> 1,40 eq; me 1,26 ax; m 30 19ax
22 38,12 39,6 CH2 0,96 eq; me 1,75 ax; m 21,28 29%b
23 6,80 6,8 CHs 0,87;J=7,0;d 4,5 2ax, 4ax, 6eq, 24
24 14,57 14,6 CHs 0,70; s 4,5,6,10 1ax, 6eq, 23, 25
25 19,22 19,3 CH3s 0,93; s 8,9, 10, 11 11eq, 12ax, 24
26 18,66 CH3s 0,97; s 8,13, 14 12ax, 15eq, 18
27 11,58 11,6 CH3s 1,17; s 12,13, 14,18 8,29
28 31,73 31,8 CH3s 1,18;s 16, 17,18, 22 18, 19ax
29 | 71,62 CH. BMzaij=112de 19, 30 22ax, 27, 30
3,64 b; J=10,8;d
30 29,23 CH3s 1,01; s 19, 20, 21, 29 29a

* 3-ox0-12a-hidroxifriedelano (OLIVEIRA et al., 2007).

** Os valores de J sdo dados em Hz.
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1.2.8 — MGO09: B-Sitosterol

Tl

MGO09 foi isolado de FH2 e FH3, conforme representado nos esquemas 18 e
19 pag. 40 e 42. Apresentou-se como solido branco, totalmente soluvel em
cloroféormio e de faixa de fusdo 136-139 °C. A férmula molecular foi determinada
como CagHs00 baseada no experimento de RMN de '*C. O teste LB foi positivo para
esteroide (coloracdo esverdeada). A analise por CCD deste solido usando diferentes
eluentes evidenciou a existéncia de uma mancha rosa (revelador: acido
perclorico/vanilina).

O espectro na regidao do IV (Figura 60, p. 89), de MG09 apresentou bandas de
absorgdo em: 3417 cm™ caracteristica de estiramento da ligagdo OH de hidroxila,
2983-2865 cm™' caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico da ligagdo CH
de compostos alifaticos, 1643 caracteristica de estiramento de ligacdo dupla C=C,
1463 e 1375 cm™ caracteristica de deformac&o angular no plano de ligagédo simples
CH de compostos alifaticos e 838 cm™ caracteristica de deformagao angular fora do
plano de ligagédo simples H-C= (BARBOSA, 2008). O perfil espectral sugere tratar-se

de substancia que possui hidroxila e ligagdo dupla C=C.
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Figura 60: Espectro na regido do IV de MG09 (ATR).

O espectro de RMN de 'H (Figura 61, pag. 90) apresentou sinais multiplos na

regido entre oy 0,61 e oy 2,39, correspondentes aos sinais de hidrogénios metilicos,

metilénicos e metinicos do esqueleto de um esterdide. Foi observado um multipleto

entre oy 3,43 e O 3,48 atribuido ao hidrogénio do carbono hidroxilado em C-3. O

sinal em &y 5,28 foi atribuido ao hidrogénio olefinico H-6.

A andlise do espectro de RMN de C (Figura 62, pag. 90) e subespectro

DEPT135 (Figura 63, pag. 91) indicou a presenca de 28 sinais, sendo 6 CHs, 11
CH,, 9 CH e 2 C. O sinal em 6¢c 42,31 foi atribuido aos carbonos em C-4 e em C-13,
conforme verificado na literatura (OLIVEIRA, 2004; MIRANDA, 2007). O sinal em &¢

71,81 foi atribuido ao carbono hidroxilado e os sinais em 0¢c 121,73 e 0c 140,74

foram atribuidos aos carbonos olefinicos.



Capitulo

1: Estudo Fitoquimico

90

—7192

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

fffffffffffffffffffffffff

5202
=568

o~ © ~ —< o c;&mc\nwvmmmy\:.ovv\ 3
o © < VLN TV ONOWONEN~WLIANO IS
ISR ® NI 20 —O00O0®0®@oNN~N~NNSO S
o6 ® ®mo®m 2 <r--ccoocooSooo :
T T T T T T T
12 10 08 06 04 02 ppm

T @ quo = PO Tr s gaNS oY RT Qe nAA TNy
s = e5® & RE8Ceh III6RIR-I8R3ISsEB5REG®
g ] KNGO & 0000 S0 UNSROONT 00 COLTOCBDD B =
= = KRR N = ALY 0omnnbANANNNN - =
oS ® < - [o2) Do~ Y® oN® ¥ ~ w0
resel - - - re] tToOoY N oY odY ® 2RIz ~ W0
~o - @ ™ ~ A= 0O O~ O A owmo~ o @
[loyte] o 153 o o2} MNOW M —= FO® © I O —0O OO0 ——
(R 5} < < <) e B oo & & I & J2222 - <
' w
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 ppm 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 ppm
I
|
T T T T T T T T T T T T T T T
140 130 120 110 100 90 80 70 &0 50 40 30 20 10 0 ppm

Figura 62: Espectro de RMN de "*C (50 MHz) de MG09 em CDCls.
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Figura 63: Subespectro DEPT135 (50 MHz) de MG09 em CDCls.

A comparagdo dos sinais do espectro de RMN de "*C com os dados da
literatura (SALAZAR, 2005) estdo descritos na Tabela 19, pag. 92. Estes dados
aliados a faixa de fusdo 136-139 °C e a comparagao direta com amostra auténtica
permitiram identificar MG09 como sendo [3-sitosterol.

O B-sitosterol € um esteroide muito encontrado em espécies vegetais, e ja foi
isolado das folhas de Maytenus gonoclada (OLIVEIRA, 2007). Assim como, outras
espécies da familia Celastraceae, por exemplo, Austroplenckia populnea (DUARTE,
2000), Maytenus acanthophylla (OLIVEIRA, 2004), M. truncata (SALAZAR, 2005) e
M. salicifolia (MIRANDA, 2007).
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Tabela 19: Comparacéo dos dados de RMN de ®*C de MG09 com os dados da
literatura para o p-sitosterol (SALAZAR, 2005)

- Tipo de oc* de Oc* (SALAZAR,
carbono MG09 2005)
1 CH; 37,24 37,30
2 CH; 31,65 31,71
3 CH 71,81 71,84
4 CH; 42,31 42,34
5 C 140,74 140,80
6 CH 121,73 121,72
7 CH; 31,89 31,96
8 CH 29,12 29,14
9 CH 50,11 50,20
10 C 36,50 36,54
11 CH; 21,08 21,12
12 CH; 39,76 39,82
13 C 42,31 42,36
14 CH 56,75 56,81
15 CH; 24,30 24,33
16 CH; 28,25 28,25
17 CH 56,03 56,12
18 CH;3 11,86 11,88
19 CH; 19,02 19,07
20 CH 36,14 36,17
21 CHs; 18,77 18,81
22 CH; 33,93 34,01
23 CH; 26,03 26,18
24 CH 45,81 45,91
25 CH; 29,71 29,20
26 CHs; 19,82 19,82
27 CH 19,40 19,41
28 CHs; 23,05 23,12
29 CH;3 11,98 12,00

Solvente: *CDCl3
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1.2.9 — MG10: Acido palmitico

MG10 foi isolado de FH2, conforme representado na Figura 18 pag. 40.
Apresentou-se como um sélido marrom pastoso e soluvel em cloroférmio. A férmula
molecular foi determinada como C1sH3,0, baseada no experimento de RMN de "*C e
de CG-EM. A analise por CCD deste sélido usando diferentes eluentes evidenciou a
existéncia de uma mancha azul (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura 64, pag. 94), de MG10 apresentou bandas
de absorcdo em 1698 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo dupla CO de
acido carboxilico envolvida em ligagado de hidrogénio (PAVIA et al. 2001), em 1348-
1187 cm™ caracteristica de deformagao angular no plano de grupos CH,, comum de
acidos graxos de cadeia longa e em 938 cm™ caracteristica de deformacéo angular
fora do plano de ligacdo O-H O no caso de dimero. A banda de estiramento de
ligacdo OH de acidos carboxilicos que se encontram associados por meio de ligagao
de hidrogénio ficam sobrepostas as bandas em 2955-2848 cm™ caracteristicas de
estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo CH de compostos alifaticos
(BARBOSA, 2008).

O espectro de RMN de 'H (Figura 65, pag. 94) apresentou um tripleto em oy
2,34 (J = 7,6 Hz) atribuido ao hidrogénio adjacente a carbonila (PAVIA et al., 2001).
O sinal em 64 0,88 (t; J = 6,6 Hz) refere-se aos hidrogénios metilicos.

A analise do espectro de RMN de "*C (Figura 66, pag. 95) indicou a presenca
de alguns sinais sobrepostos que juntamente com os demais totalizaram 16 sinais.

Com o auxilio do subespectro DEPT 135 (Figura 67, pag. 95), estes sinais foram
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classificados como sendo 1 CH3, 14 CH, e 1 C. O sinal em o¢c 179,51 foi atribuido ao

carbono carbonilico de acido.
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Figura 64: Espectro na regido do IV de MG10 (ATR).
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Figura 65: Espectro de RMN de "H (200 MHz) de MG10 em CDCls.
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Foi realizada analise no CG-EM, a substancia com fator de reteng¢ao 31,44
(Figura 68) foi fragmentada obtendo-se o espectro de massas (Figura 69). O pico do
ion molecular € de 256,15 compativel com a férmula molecular CisH320,. As
possiveis fragmentagdes estdo representadas na Figura 70, pag 97.

A comparagdo dos sinais do espectro de RMN de "*C com os dados da
literatura (COUPERUS et al., 1978) estdo descritos na Tabela 20, pag. 98. Estes
dados aliados a comparagdo direta com amostra auténtica e as fragmentagdes
obtidas no espectro de massas permitiram identificar MG10 como sendo acido
palmitico.

E a primeira vez que se isola acido palmitico de Maytenus gonoclada.
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Figura 68: Cromatograma de MG10. Condi¢des de analise: isotérmica 310 ° por 50

minutos.
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Figura 69: Espectro de massas de MG10.
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Figura 70: Algumas fragmentacdes de MG10.
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Tabela 20: Comparacéo dos dados de RMN de ®*C de MG10 com os dados da

literatura para o acido palmitico (COUPERUS et al., 1978)

oc*
No | Pode | OcTde (COUPERUS et
carbono MG10
al., 1978)
1 C 179,51 180,66
2 CH; 33,96 34,22
3 CH; 24,69 24,76
4 CH; 29,06 29,17
5 CH; 29,42 29,52
6 CH, 29,66 29,77
7 CH; 29,66 29,77
8 CH; 29,66 29,77
9 CH 29,66 29,77
10 CH 29,66 29,77
11 CH; 29,66 29,77
12 CH; 29,66 29,77
13 CH; 29,35 29,34
14 CH; 31,92 32,03
15 CH; 22,68 22,76
16 CHs; 14,10 14,12
Solvente: *CDCl3
@) OH
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2 - ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

2.1 — Introducgao Geral

O estudo da atividade biologica do extrato hexanico dos galhos de Maytenus
gonoclada e das substancias isoladas foi direcionado para testes em que extratos de
espécies da familia Celastraceae e substancias isoladas apresentaram atividade,
conforme esta descrito na Introdugéo, pag. 08 e 14. Entretanto, na medida em que
parcerias com novos grupos de pesquisa surgiam outros testes foram realizados. O

estudo da atividade bioldgica neste trabalho compreende:

* Estudo da atividade antimicrobiana (bactérias, fungos e protozoarios);
* Estudo da atividade da capacidade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
e,

¢ Estudo da atividade inseticida.

A obtencédo das amostras utilizadas no estudo da atividade biologica estéo
representadas nas figuras 16, 17, 18 e 19 pag. 28, 34, 40 e 42.
Os testes antimicrobianos foram realizados em dois laboratérios diferentes,

portanto, para facilitar o entendimento, os mesmos foram descritos separadamente.

2.1.1 — Atividade Antimicrobiana

2.1.1.1 - Introducgao

O desenvolvimento de resisténcia a microbios é um dos grandes problemas
que afeta a sociedade e requer muitos estudos para o seu combate (DEMAIN E
SANCHEZ, 2009). Os microrganismos que desenvolvem resisténcia contra agentes
antimicrobianos sao frequentemente, causadores das Doencas Infecciosas
Emergentes. Essas doengas provocaram a morte de 15 milhdes de pessoas em
2002 (SOTO, 2009). A Sociedade de Doengas Infecciosas da América (do inglés,
IDSA) divulgou que em 2004 nos hospitais dos Estados Unidos, aproximadamente 2

milhées de pessoas adquiriram infeccbes bacterianas. A bactéria Gram-positiva
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Staphylococcus aureus é a responsavel por metade das infecgdes hospitalares e
mata cerca de 100 mil pacientes a cada ano nos Estados Unidos (DEMAIN E
SANCHEZ, 2009). Outra doenga infecciosa que ainda mata muitas pessoas € a
diarreia. Essa doenca foi a causa de 1,9 milhdes de mortes em 2002 (SOTO, 2009).
Escherichia coli é uma das principais causadoras das infecgdes diarreicas
bacterianas agudas e Giardia lamblia é a causa mais frequente de diarreia
parasitaria em pacientes imunossuprimidos (BALDI et al., 2009). G. lamblia € o
agente causador da giardiase, uma das mais comuns infec¢des parasitarias do trato
intestinal humano. Para tratamento dessa doencga utilizam-se os medicamentos da
classe dos nitroimidazois. Nos ultimos anos muitos outros tém sido desenvolvidos, e
varias substancias sintéticas e naturais tém sido testadas na busca de novos
compostos giardicida (BUSATTI et al., 2009).

As infecgdes fungicas também sdo uma das principais causas de mortalidade,
principalmente em individuos imunossuprimidos. A frequéncia de infecgbes fungicas
continua a aumentar em consonancia com a crescente populagdo de pacientes
imunossuprimidos, incluindo os individuos infectados com o HIV, bem como aqueles
submetidos a quimioterapia, cirurgia de grande porte, ou transplante de o6rgaos
sélidos etc. Infecgdes causadas por Candida albicans é a quarta causa mais comum
de infeccbes hospitalares e a principal causa de candidiase sistematica, com taxas
de mortalidade se aproximando de 50% (COWEN et al., 2009).

Desta forma, novos medicamentos que sejam ativos contra bactérias,
protozoarios e fungos resistentes sdo necessarios. E os metabdlitos secundarios de
plantas tém exercido um impacto importante sobre o controle de doencas,
principalmente as infecciosas (DEMAIN E SANCHEZ, 2009).

Os testes antimicrobianos foram realizados nos seguintes laboratorios:
Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios coordenado pela Professora Dr?.
Jacqueline Aparecida Takahashi do Departamento de Quimica da UFMG e
Laboratério de Amebiase e Protozoarios Intestinais coordenado pela Professora Dr?.

Maria Aparecida Gomes do Departamento de Parasitologia da UFMG.
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2.1.1.2 - Testes antimicrobianos realizados no Laboratéorio de

Biotecnologia e Bioensaios

As culturas de microrganismos utilizadas neste experimento foram: duas
bactérias Gram-postivas (Staphylococcus aureus ATCC (American Type Culture
Collection) 25923 e Escherichia coli ATCC 25723), duas bactérias Gram-negativas
(Citrobacter freundii ATCC 29935 e Bacillus cereus ATCC 11778), dois fungos,
sendo um, levedura (Candida albicans ATCC 18804) e o outro filamentoso
(Cladosporium cladosporioides ATCC 16022), utilizado somente no método de

bioautografia.

A — Método de Difusao em Disco

Este método € um dos mais utilizados nos laboratérios de microbiologia no
Brasil. O principio deste método baseia-se na difusdo, por meio do agar, da amostra
impregnada em um disco de papel-filtro. A difusdo do antimicrobiano leva a
formacdo de um halo de inibicdo do crescimento do microrganismo. E um método
qualitativo (SEJAS et al., 2003).

O teste de difusdo em disco € um método pratico, de facil execucédo e
idealizado para microrganismos de crescimento rapido. Entretanto, este método
apresenta algumas limitagbes, como dificuldade na avaliacdo da suscetibilidade as

amostras que difundem mal por meio do agar (SEJAS et al., 2003).

A.1 — Metodologia

Bactérias e fungos foram cultivados em um tubo de ensaio contendo 2,0 mL
de meio BHI (Broth Heart Infusion) e incubados por 18 horas em estufa a 37 °C.
Uma aliquota de 0,5 mL foi transferida para outro tubo contendo 4,5 mL de solucao
salina para produzir uma suspensdo contendo aproximadamente 10° UFC/mL.
Dessa suspenséo, 10 uL foram adicionados em 10 mL de agar estéril a 40 °C. Em
seguida, essa mistura foi depositada sobre uma placa de Petri contendo agar. Foram
pesados 1,0 mg de cada amostra a ser testada e dissolvidas em cloroférmio até

completarem um volume de 1 mL. Com o auxilio de uma micropipeta, 100 uL da
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solucdo foram aplicadas em cada disco de papel de 6 mm de diametro (100 ug/mL).
Apos a evaporagao do solvente, 5 discos de cada amostra e dois discos contendo o
controle (um positivo e o outro negativo), foram colocados na placa de agar
previamente inoculada. Para as bactérias, o controle positivo utilizado foi o
cloranfenicol (30 ug/mL) e para a levedura utilizou-se o miconazol (50 ug/mL). Como
controle negativo utilizou-se cloroférmio. O grau de resisténcia ou sensibilidade das
bactérias e da levedura frente as amostras testadas foi determinado pela presenca
ou auséncia de halos de inibicdo apds 18 hs de incubagao a 37 °C. A leitura dos
halos de inibicdo foi feita medindo-se o didmetro dos mesmos e os resultados
expressos em milimetros. Como os testes foram realizados em ftriplicata, os

resultados apresentados sao os valores médios das trés medigdes.

A.2 — Analise dos Resultados e Discussao

O extrato hexanico (FH2), duas misturas de triterpenos: 3-oxofriedelano e 3f-
hidroxifriedelano (MG01 e MGO02), 3,11-dioxofriedelano e 3,16-dioxofriedelano
(MG03 e MGO04), quatro triterpenos: 3-oxofriedelano (MGO01), 3,16-dioxofriedelano
(MGO04), 3-oxo-12a-hidroxifriedelano (MGO05) e 3-oxo-12a,29-di-hidroxifriedelano
(MGO08) foram testados contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Citrobacter
freundii, Bacillus cereus e Candida albicans por meio do método de difusdo em
disco.

O diametro dos halos de inibicdo do crescimento das bactérias e da levedura

esta listado na Tabela 21.
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Tabela 21: Atividade antimicrobiana de FH2, MG01, MG01 e MG02, MG03 ¢ MG04,
MGO05 e MGO08 pelo método de difusdo em disco (Concentragdo: 100

ug/mL)
Halo de inibigdo (mm)
Amostras E. C. C.
S. aureus B. cereus
coli freundii albicans

FH2 8 ND ND ND 8
MGO01 ND ND ND ND ND
MGO01 e MG02 ND ND ND ND ND
MGO03 e MG04 ND ND ND ND ND
MG04 ND ND ND ND ND
MGO05 ND ND ND ND ND
MGO08 ND ND ND ND ND
Cloroférmio? ND ND ND ND ND
Cloranfenicol® 23 22 29 20 -
Miconazol® - - - - 17

?Controle negativo. "Controle positivo (bactérias). °Controle positivo (levedura). ND (ndo detectado)

O extrato hexanico (FH2) foi ativo no método de difusdo em disco. As

misturas de triterpenos e os triterpenos puros ndo apresentaram halo de inibicdo

frente aos microrganismos testados. Isso pode ser explicado pelo fato dos

triterpenos pentaciclicos serem altamente hidrofobicos, dificultando a difusdo dos

mesmos N0 meio.

Chiozem e colaboradores (2009) realizaram testes antimicrobianos pelo

método de difusdo em disco com seis triterpenos pentaciclicos. Um destes

triterpenos testados foi 3-oxofriedelano, que apresentou um halo de inibicdo de 11
mm na concentragdo de 200 ug/mL frente a S. aureus (CHIOZEM et al., 2009). A

nao detecgdo de halo de inibicao para 3-oxofriedelano (MGO01) nos testes realizados

neste trabalho pode ser explicada pela diferenca de concentracio.
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B — Método de Concentracgao Inibitéria Minima

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) € a menor concentragdo da amostra
capaz de inibir o crescimento microbiano. Neste método, a CIM é determinada com
uma sequéncia decrescente de concentragbes da amostra em um meio nutriente
(liquido), que é inoculado com a concentragdo padronizada do microrganismo em
teste. A leitura do teste é feita observando quais foram os sistemas nos quais nao
houve crescimento do microrganismo (LUCAS, 2008).

Este método nao possibilita determinar se o efeito da amostra sobre o
microrganismo causou sua morte (bactericida/fungicida) ou apenas impediu a

multiplicagao (bacteriostatica/fungiostatica) (LUCAS, 2008).

B.1 — Metodologia

Para a avaliagdo da CIM utilizou-se o teste de diluicdo em caldo de carne a
partir de um inéculo padrdo de 108 UFC/mL. Prepararam-se 10 tubos de ensaio
esterilizados contendo 1,0 mL do meio de cultura BHI (37,0 g/L) cada e identificados
de 1 a 10 para as diversas concentragcdes da amostra a ser testada. Foram pesados
2,05 mg de cada amostra e dissolvidas em DMSO até completarem um volume de
2,0 mL. Desta solugéo, transferiu-se 1,0 mL para o tubo 1, em seguida, adicionou-se
1,0 mL de DMSO no mesmo. Depois de homogeneizada a solugdo do tubo 1,
retirou-se 1,0 mL para o tubo 2, em seguida, adicionou-se 1,0 mL de DMSO no
mesmo. Estes procedimentos foram repetidos sucessivamente até o tubo 10, do
qual 1,0 mL foi desprezado. Estas diluigbes em série forneceram as concentragdes
finais de 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 e 1 ug/mL. Para as bactérias, o controle
positivo utilizado foi o cloranfenicol e para a levedura utilizou-se o miconazol. Como
controle negativo utilizou-se DMSO. Adicionaram-se 100 uL do inéculo microbiano
aos tubos de 1 a 10 e aos tubos contendo o controle positivo e negativo. Apos
incubacéo de 18 hs a 37 °C, a CIM é determinada visualmente. Estes testes foram

realizados em duplicata com acordo total entre os dois resultados.
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B.2 — Analise dos Resultados e Discussao

Como o extrato hexanico (FH2) apresentou halo de inibigdo contra a bactéria
Staphylococcus aureus e a levedura Candida albicans realizou-se o teste de CIM. O
triterpeno pentaciclico 3-oxo-12a-hidroxifriedelano (MGO05) ndo apresentou halo de

inibicdo contra nenhum microrganismo testado, mas optou-se realizar o teste de
CIM.

A CIM das amostras testadas esta listada na Tabela 22.

Tabela 22: CIM do extrato hexanico (FH2) e de 3-oxo-12a-hidroxifriedelano (MGO05)

Concentracgao Inibitéria Minima (ng/mL)
Amostras E. C. C.
S. aureus B. cereus
coli freundii albicans

FH2 512 NA NA NA 512
MGO05 ND ND ND ND 512
DMSO? ND ND ND ND ND
Cloranfenicol® 32 8 4 8 -
Miconazol® - - - - 16

?Controle negativo. "Controle positivo (bactérias). “Controle positivo (levedura). ND (n&o detectado). NA (ndo avaliado).

O extrato hexanico (FH2) apresentou CIM de 512 ug/mL frente a S. aureus e

C. albicans.

O 3-oxo-12a-hidroxifriedelano (MGO05) foi ativo contra a levedura C. albicans,

apresentando um valor de CIM de 512 ug/mL.

O mecanismo de agao dos triterpenos ndo é bem entendido. Acredita-se que
ocorre o rompimento da membrana da célula do microrganismo, visto que esses
compostos s&o bastante lipofilicos (KUETE et al., 2007; SALEEM et al., 2010).

Apesar do método de difusdo em disco e o de CIM serem bastante utilizados
para avaliar a atividade antimicrobiana, os resultados obtidos para cada método
podem diferir em muitos fatores, tais como: diferenga no crescimento microbiano,
exposi¢cao dos microrganismos as amostras, o uso e a quantidade de emulsificantes

e outros compostos que sdo utilizados nos bioensaios etc (ARAUJO et al., 2009).
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C — Método de Bioautografia

A bioautografia foi a primeira e bem sucedida tentativa em combinar ensaios
quimico-analiticos e biolégicos de forma continua. E um método simples que
consiste na aplicagcdo da amostra sobre uma placa de CCD e em seguida, o
microrganismo ou a enzima € borrifado na mesma. Apds um periodo de incubacgao,
as zonas de inibicao tornar-se-&o visiveis (POTTERAT E HAMBURGER, 2006).

A vantagem deste método esta no custo e na possibilidade de
acompanhamento de substéncias bioativas em misturas complexas, utilizando
pequenas quantidades da amostra. Como os ensaios podem ser feitos em quase
todos os laboratérios, tém-se tornado muito popular entre os pesquisadores de
produtos naturais. Um fator limitante desta técnica refere-se a falta de dados
quantitativos (POTTERAT E HAMBURGER, 2006).

C.1 — Metodologia

A suspenséo fungica foi padronizada em solug¢ao salina segundo a escala 0,5
de MacFarland.

Volumes de 5 pL das amostras em cloroférmio (20 ug/ulL) foram aplicados
sobre placas de silica gel GFs4 (2,5 x 5,0 cm). A placa contendo o extrato foi
submetida ao sistema eluente hexano:cloroférmio (1:9 v/v). Cloroférmio foi utilizado
como controle negativo. Apds secagem, as cromatoplacas foram depositadas em
placas de Petri onde foram vertidos os meios de cultura agar nutriente contendo a
suspensao fungica previamente padronizada. Apds 3 dias de incubagao a 30 °C,
observou-se a existéncia ou ndo de halos de inibigdo nos bioautogramas. O teste foi

realizado em duplicata.

C.2 — Analise dos Resultados e Discussao

O extrato hexanico (FH2), uma mistura de triterpeno, 3,11-dioxofriedelano e
3,16-dioxofriedelano (MG03 e MGO04); trés triterpenos, 3-oxofriedelano (MGO01), 3p3-
hidroxifriedelano (MG02) e 3-oxo-12a-hidroxifriedelano (MG05); um esteroide, -

sitosterol (MG09) e dois acidos graxos, acido oléico (MGO07) e acido palmitico
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(MG10) foram testados contra Cladosporium cladosporioides por meio do método de
bioautografia.
Halos de inibigdo ndo foram detectados nos bioautogramas ensaiados frente ao

fungo filamentoso testado (Figura 71).

V &
\@

Figura 71: Bioautograma das amostras testadas frente ao fungo filamentoso C.

cladosporioides (Foto: Fabiana de Moura).

2.1.1.3 - Testes antimicrobianos realizados no Laboratorio de

Amebiase e Protozoarios Intestinais

O microrganismo utilizado neste experimento foi o protozoario Giardia lamblia
ATCC 30888.

A — Método Colorimétrico

O método colorimétrico utilizado neste teste € simples, barato e confiavel
(BUSATTI E GOMES, 2007).
Apds o término de incubagdo da amostra com os trofozoitos de Giardia

lamblia, fixam-se as células dos mesmos com metanol e coram-se com azul de
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metileno. A inclusdo de azul de metileno nos trofozoitos € medida
espectrofotometricamente para determinar a atividade giardicida da amostra, isto €,
a acao da droga é avaliada pela intensidade do corante azul de metileno (BUSATTI
E GOMES, 2007).

A.1 — Metodologia

Os trofozoitos foram cultivados em tubos de vidro contendo meio TYI-S-33
(KEISTER, 1983) e incubados em estufa bacteriologica com temperatura entre 35,5
e 37,0 °C. Os repiques, para manutencao, foram feitos a cada 72/96 horas. As
culturas foram observadas em microscopio invertido, com objetiva de 100X,
avaliando crescimento, atividade e aderéncia dos trofozoitos a parede do tubo. Os
tubos que apresentaram bom crescimento dos trofozoitos foram invertidos varias
vezes e rolados entre as palmas da mao, para o desprendimento de parte dos
trofozoitos aderidos. Um volume de aproximadamente 0,2 a 0,5 mL da suspensao
de trofozoitos foi transferido para um tubo de vidro (10 x 100 mm ou 16 x 120 mm)
contendo meio novo, pré-aquecido em banho-maria a 37,0 °C, por 10 minutos. Apés
o repique, os tubos foram mantidos em estufa bacteriolégica entre 35,5 a 37,0 °C.

As amostras (10 mg de cada) foram dissolvidas diretamente em 1 mL de
DMSO obtendo-se solug¢des estoques de 10 mg/mL. Aliquotas das solugdes foram
diluidas em 10 mL de meio TYI-S-33, para se obter as seguintes concentragdes
finais: 9,28; 4,64; 2,32; 1,16; 0,58; 0,29 e 0,145 ug/mL. As solugdes foram filtradas
em uma membrana esterilizante de nitrocelulose de 0,2 um e, aliquotas, em volumes
crescentes, foram adicionadas aos pog¢os das placas de cultivo contendo os
trofozoitos em culturas axénicas.

A acdo das amostras sobre o crescimento dos trofozoitos de G. lamblia foi
avaliada “in vitro” por comparagdo com controles negativos (na auséncia das
amostras), controles positivos (na presenga de metronidazol), e na presenca de
DMSO, o solvente das amostras testadas. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata e repetidos duas vezes independentes.

Inicialmente foi realizado um teste tipo ‘screening’, das amostras para se
determinar aquelas que possuissem algum efeito sobre a viabilidade e/ou

proliferacdo dos trofozoitos de G. lamblia, cepa Portland. A viabilidade foi
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determinada qualitativamente observando-se a motilidade e aderéncia dos
trofozoitos em microscopio invertido e a proliferagcdo foi quantificada pelo método
colorimétrico, de acordo com Busatti e Gomes, 2007. As amostras ativas foram
associadas aos trofozoitos de G. lamblia em concentragbes crescentes buscando
determinar a Clsp.

Para o calculo do numero de trofozoitos por mililitro (mL) de suspenséo foi

empregada a seguinte equagéo:
Z=FcxFdxY

Sendo:

Z = numero de trofozoitos por mL de suspenséo.
Fc = fator de correcdo da camara de Neubauer.
Fd = fator de diluigéo.

Y = numero de trofozoitos contados nos quatro reticulos laterais da camara.

Diluicdo da suspenséo de trofozoitos = 1/3 (Fd = 3).

Fator de corregcao da camara de Neubauer = 2500.
Portanto:
Z=2500x3xY

Resultado expresso em Z trofozoitos por mL de suspensido (CARVALHO E SILVA,
1988).

Foram utilizados 1,5 x 10° trofozoitos de G. lamblia, em fase logaritmica de
crescimento, e distribuidos em placas de cultura de células de 24 pogos (Nunc® e
Sarsted®) contendo meio para um volume final de 2,5 mL. O crescimento das
culturas foi avaliado pela observacdo em microscopio invertido e quantificado pelo
método colorimétrico, principio da densidade o6tica. As amostras e DMSO foram
associadas a cada pogo e as placas foram incubadas em estufa a 37,0 °C,

atmosfera de CO, a 5%, por 48 horas.
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Apds o ensaio de inibigdo, os trofozoitos ndo aderidos foram retirados com o
auxilio de uma pipeta de vidro e cada poco foi lavado, cuidadosamente, duas vezes
com solugdo salina tamponada pH 7,2 (PBS). Em seguida, os trofozoitos aderidos a
placa foram fixados com metanol por 15 minutos. Apds nova lavagem com solugao
salina tamponada pH 7,2, para retirar o excesso de metanol, os trofozoitos foram
corados com azul de metileno 0,1% em tamp&o borato 0,1 mol/L pH 8,7, por 10
minutos. O excesso de corante foi removido por meio de lavagens sucessivas dos
pogos com solugao de tampédo borato 0,01 mol/L pH 8,7, e o corante incorporado
pelos trofozoitos foi extraido pela adicdo de 500 uL de solucdo de acido cloridrico
0,1M em cada orificio, por 10 minutos.

Aliquotas de 100 pL, de cada poco, foram entdo transferidas para placa de
Elisa de 96 pogos e levadas ao leitor de ELISA (BIO-RAD modelo 3550). A leitura foi
realizada em 655 nm (BUSATTI E GOMES, 2007).

A inibigdo do crescimento dos trofozoitos foi expressa em porcentagem.

Para o calculo da porcentagem de inibicdo do crescimento foi utilizada a

seguinte equacao:

Porcentagem de inibigao = [1 — (Aess teste + Agss controle negativo)] x 100

Sendo:

Asss = absorbancia a 655 nm.
Asss controle negativo = absorbancia do controle negativo.

Aesss teste = absorbancia referente a acdo da amostra.

A.2 — Analise dos Resultados e Discussao

Somente o extrato hexanico (FH2) foi testado contra Giardia lamblia por meio
do método colorimétrico (BUSATTI E GOMES, 2007), pois as duas misturas de
triterpenos: 3-oxofriedelano e 3p-hidroxifriedelano (MG01 e MGO02), 3,11-
dioxofriedelano e 3,16-dioxofriedelano (MG03 e MGO04) e o triterpeno: 3-oxo-12a-

hidroxifriedelano (MGO05) precipitaram no meio utilizado para o teste. Desta forma,
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nao foi possivel determinar a atividade das misturas e do triterpeno contra G.
lamblia.
A porcentagem de inibicdo do crescimento de G. lamblia provocada pelo

extrato hexanico (FH2) esta representada na Tabela 23.

Tabela 23: Porcentagem de inibigdo sobre o crescimento de G. lamblia frente ao

extrato hexanico (FH2)

Porcentagem de inibicdo sobre o crescimento de
Concentragao (ug/mL)
Giardia lamblia
17,33
9,83
15,03
9,56
15,91
13,35
0,290 11,83
14,66
17,22
29,67
50,19
0,580 31,63
30,02
32,26
66,38
54,64
1,160 65,06
47,50
52,01
73,5
70,83
2,320 82,20
84,09
84,56
88,64
90,25
4,640 88,64
86,33
82,01
88,33
88,67
9,280 90,72
90,15
91,57
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Percebe-se que a atividade do extrato hexanico (FH2) foi dose dependente,
visto que na concentragao de 1,160 ug/mL a inibicdo do crescimento dos trofozoitos

foi acima de 50 % e na concentragao de 9,280 ug/mL foi cerca de 90 %.

2.1.2 — Atividade de inibigao da enzima acetilcolinesterase

2.1.2.1 - Introducgao

A doencga de Alzheimer € uma doenga degenerativa que causa a deméncia
em pessoas idosas (DI GIOVANNI et al., 2008). Mais de 20 milhdes de pessoas no
mundo tém a doenca de Alzheimer, sendo as causas nao totalmente conhecidas
(CISSE E MUCKE, 2009). As mudangas mais importantes observadas no cérebro
de pacientes com doenga de Alzheimer €& a diminuicdo de diversos
neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina, a noradrenalina e a serotonina.
Os niveis de acetilcolina podem diminuir em cerca de 90%, provocando deficiéncias
relativas a memdria, a capacidade intelectual, a coordenagcdo motora, ao equilibrio, a
postura etc (TREVISAN et al., 2003; DI GIOVANNI et al, 2008). A enzima
acetilcolinesterase esta envolvida na hidrolise metabdlica de acetilcolina, desta
forma o uso de inibidores da acetilcolinesterase tem sido o tratamento para a doenca
de Alzheimer (DI GIOVANNI et al., 2008; YANG et al., 2009).

Os farmacos inibidores da acetilcolinesterase possuem precos bastante
onerosos e alguns provocam diversos efeitos colaterais (TREVISAN et al., 2003;
YANG et al., 2009). Portanto, torna-se interessante o desenvolvimento de inibidores
alternativos para o tratamento da doenga de Alzheimer, como a utilizagao de plantas

medicinais.

A — Método de Bioautografia

O método de bioautografia € um meétodo simples e rapido utilizado para
deteccdo de inibidores da enzima acetilcolinesterase. Por este método pode-se
selecionar e direcionar o isolamento de inibidores encontrados em extratos de
plantas. Porém existem algumas limitagbes, tais como: o grande consumo da

enzima, tornando o teste caro; os metabdlitos que estdo em quantidades traco nao
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sdo detectados e, a presenca de taninos nos extratos podem levar a resultados
positivos falsos, ou seja, ndo ha inibicdo e sim desnaturagdo da enzima
acetilcolinesterase (TREVISAN et al., 2003; YANG et al., 2009). E necessario
considerar que este método apenas auxilia na otimizacdo da selecdo e ndo elimina,
de forma alguma, os testes in vivo (TREVISAN et al., 2003).

A.1 — Metodologia

Volumes de 5 yL e 40 uL das amostras em cloroformio (20 ug/ulL) foram
aplicados sobre placas de silica gel GFs (2,5 x 5,0 cm) e eluidas em n-
hexano:cloroformio (1:9 v/v). Apos secagem, as cromatoplacas foram borrifadas com
a solucao de acetilcolinesterase e incubadas a 37 °C. Apds 20 minutos, uma solugao
de acetato de a-naftila e sal de Fast Blue B foram pulverizados nas cromatoplacas.
O aparecimento de um halo branco (RHEE et al., 2001) indica a inibigdo da enzima.

O teste foi realizado em duplicata.

A.2 — Analise dos Resultados e Discussao

A atividade inibitoria contra a enzima acetilcolinesterase do extrato hexanico
(FH2), de uma mistura de triterpeno, 3,11-dioxofriedelano e 3,16-dioxofriedelano
(MGO03 e MGO04); de trés triterpenos, 3-oxofriedelano (MGO01), 3p-hidroxifriedelano
(MGO02) e 3-oxo-12a-hidroxifriedelano (MGO05); de um esteroide, B-sitosterol (MG09)
e de dois acidos graxos, acido oléico (MGO07) e acido palmitico (MG10) foi avaliada
por meio do método de bioautografia.

Nas cromatoplacas em que foram aplicados volumes de 5 uL de amostras nao
foram observados halos de inibicdo em nenhuma das amostras. Quando o volume
aplicado foi de 40 uL foi observado halo de inibicdo (indicado por uma seta) em
apenas uma amostra. A amostra que apresentou atividade inibitoria refere-se ao
triterpeno, 3p-hidroxifriedelano (MGO02) (Figura 72, pag. 114).
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15 minutos

Figura 72: Bioautograma das amostras (em diferentes tempos). Da esquerda para
direita, extrato hexanico (FH2), 3-oxofriedelano (MGO01), 3p-hidroxifriedelano (MG02),
3,11-dioxofriedelano e 3,16-dioxofriedelano (MG03 e MGO04), 3-oxo-12a-
hidroxifriedelano (MG05), p-sitosterol (MG09), acido palmitico (MG10) e acido oléico
(MGO07) (Foto: William S. T. Sallum).

2.1.3 — Atividade Inseticida

2.1.4.1 - Introducgao

Além de doengas outro grande problema que afeta a populagdo mundial é o
abastecimento de alimentos para a populagéo que até 2025 pode chegar a 8 bilhdes
de pessoas (SALUNKE et al., 2009), visto que uma série de obstaculos precisa ser
enfrentada até o processamento final do alimento. O armazenamento € uma das
etapas mais importantes do setor agricola. No Brasil, as perdas pds-colheita podem
atingir até 15% (CONAB, 1997) e uma das principais causas disso € o ataque de
insetos-praga.

Os insetos encontrados nos produtos armazenados podem ser classificados
(GALLO et al., 2002), segundo seus habitos alimentares, em trés grupos:

* Pragas primarias: sdo aquelas capazes de atacar os gréos integros e sadios.

Como exemplo, tém-se o gorgulho-do-milho Sitophilus zeamais Mots.
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* Pragas secundarias: s&o aquelas que nao conseguem atacar os graos
integros. Alimentam-se de grdos previamente danificados pelos insetos
primarios, acidentalmente quebrados ou trincados, com defeitos na casca e
que apresentam infecgdo fungica. Como exemplo, tem-se o coledptero
Tribolium castaneum Herbst. etc.

* Pragas associadas: sdo aquelas que ndo atacam os graos, alimentando-se
apenas dos detritos e fungos. Como exemplo, tem-se o Tenebrio molitor L
(Figura 73) etc. Esses insetos contribuem para prejudicar o aspecto e a
qualidade do produto armazenado.

Figura 73: Fotografia das fases do ciclo de vida de T. molitor. Na esquerda
(larva), centro (pupa) e direita (inseto adulto) (Foto: Vanessa
Gregorio Rodrigues).

As pragas dos produtos armazenados apresentam algumas caracteristicas
proprias, que explicam sua capacidade de infestacdo e proliferacdo. Sio elas:
elevado numero de individuos em cada reproducdo, capacidade de infestar o
produto nos depdsitos e no campo e capacidade de atacar diferentes produtos
(GALLO et al., 2002). Desta forma, agentes quimicos sao utilizados para combater
as infestagcdes. Porém os compostos sintéticos tém sido substituidos pelos
inseticidas naturais, pois as chances de acumulo de residuos nos alimentos sdo
menores (SALUNKE et al., 2009).

Os testes de atividade inseticida foram realizados no Laboratério de Manejo
Integrado de Pragas coordenado pelo Professor Dr. Jair Campos Moraes do
Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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A — Método de Preferéncia alimentar com chance de escolha

Este método também € conhecido como teste de repeléncia. Neste método,
utiliza-se uma placa de Petri e nas duas extremidades coloca-se o alimento, e em
apenas uma delas a amostra é adicionada. Os insetos s&o colocados no meio da
placa e quatro repeticbes sao realizadas para cada concentragao. Durante intervalos
de tempo observa-se a migracdo dos insetos. O teste de x° (Qui-quadrado) é
utilizado para comparar o numero de insetos em cada extremidade da placa
(COSIMI et al., 2009).

A.1 — Metodologia

Para avaliacdo da atividade inseticida utilizou-se o método de preferéncia
alimentar com chance de escolha. As larvas de T. molitor foram criadas em caixa de
madeira (60 x 40 x 20 cm), mantidos em farelho de milho e aveia na proporgao de
9:1 e cobertos por algodao, devidamente tampados e com auséncia de luz (Figura
74). Mensalmente, adicionavam-se outros tipos de alimento, como por exemplo,

chuchu e péo.

Figura 74: Fotografia da caixa de madeira utilizada para criagdo de T. molitor
(Foto: Vanessa Gregoério Rodrigues).

Cada amostra foi solubilizada em acetona e gotas de DMSO. Para os testes,
foram preparadas solugdes de 1,453; 0,726; 0,363; 0,182; 0,091; 0,045 e 0,023 %
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p/v. Em placa de Petri (20 cm) foram colocados, em posi¢cdes opostas, discos de
papel de filtro (2 cm) e sobre ele, farelo de milho esterilizado (0,1 g). Em apenas um
dos discos de papel foi aplicada a solucédo teste. Apds a evaporacado total do
solvente, 5 larvas foram colocadas no centro da placa. Cada teste foi realizado em
quadruplicata, totalizando-se 20 larvas. Avaliou-se o numero de insetos que
migraram para o alimento contendo a amostra (Figura 75), apos 12, 2% e 3% hora. A

analise estatistica foi realizada pelo método do %2 (Qui-quadrado).

Figura 75: Fotografia da placa de Petri onde larvas de T. molitor migraram para o

alimento com a amostra (Foto: Fernando César Silva).

A.2 — Analise dos Resultados e Discussao

O extrato hexanico (FH2), uma mistura de triterpeno, 3,11-dioxofriedelano e
3,16-dioxofriedelano (MG03 e MGO04) e dois triterpenos, 3-oxofriedelano (MG01) e 3-
oxo-12a-hidroxifriedelano (MG05) foram testados contra as larvas da praga de graos
armazenados, T. molitor.

Os resultados estéo listados na Tabela 24, pag. 118.
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Tabela 24: Resultados do teste de preferéncia alimentar com chance de escolha para quatro
amostras frente a larva de T. molitor em diferentes tempos de exposigdo. O valor
de y’-tabelado é 14.2

Numero de larvas em cada metade da placa de Petri apés a
Concen- Repe- exposicio
Amostras tracao ti- 1h 2h 3n
(% p/v) coes 3 2 2
T | Cn® X Tr | Cn X Tr Cn X
1 5 0 5 0 5 0
2 3 2 3 2 4 1
1,453 10,4 10,4 12,0
3 5 0 5 0 5 0
4 3 2 3 2 3 2
1 1 4 1 4 2 3
2 5 0 5 0 5 0
0,726 3 3 5 7.2 1 7 10,4 5 3 7.2
4 2 3 1 4 1 4
1 5 0 5 0 5 0
2 4 1 5 0 5 0 c
0,363 3 > 3 8,8 1 7 13,6 0 5 16,8
4 1 4 1 4 1 4
1 5 0 5 0 5 0
Extrat:
o 2 4 1 3 | 2 4 1
Hexanico 0,182 8,8 10,4 13,6
4 1 4 0 5 0 5
1 4 1 4 1 4 1
2 3 2 3 2 3 2
0,091 3 1 7 5,6 0 5 8,8 0 5 12,0
4 1 4 1 4 0 5
1 4 1 5 0 5 0
2 5 0 5 0 3 2
0,045 3 3 5 7.2 5 3 12,0 0 5 10,4
4 2 3 1 4 2 3
1 3 2 3 2 3 2
2 1 4 3 2 4 1
0,023 3 3 5 7.2 3 5 0,8 3 5 2.4
4 0 5 2 3 2 3
1 4 1 4 1 4 1
1,453 2 3 2 2,4 3 2 2,4 4 ! 7.2
3 3 2 3 2 4 1
4 2 3 3 2 4 1
1 3 2 4 1 4 1
0.726 2 13 12 ) os A1t qos 2101 7
3 4 1 1 4 2 3
4 2 3 5 0 3 2
1 4 1 4 1 4 1
0,363 2 2 13 40 2130 70 212 g
3 4 1 5 0 5 0
4 2 3 2 3 3 2
1 2 3 3 2 3 2
3-oxo-
friedelano 0,182 2 4 ! 5,6 4 ! 4,0 S 0 7,2
(MGO1) 3 4 1 4 1 3 2
4 4 1 3 2 4 1
1 1 4 3 2 4 1
0,091 2 2 | 3 1 40 2L 56 —+ 11 1 404
3 4 1 4 1 4 1
4 3 2 4 1 5 0
1 3 2 1 4 3 2
0,045 2 2 | 3 | o 212 ) 70 -3 12 1 ooy
3 3 2 5 0 4 1
4 3 2 2 3 2 3
1 2 3 4 1 4 1
0,023 2 4 11 b0 312 o LA LT L 56
3 5 0 3 2 4 1
4 5 0 3 2 3 2
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Continuacao da Tabela 27.
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c

Alimento sem amostra (Un).

b

Alimento com amostra (Tr).

a
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O extrato hexanico (FH2) apresentou resultado significativo em baixa
concentragdo apos trés horas de exposicdo. 3-Oxofriedelano (MGO01) néo
demonstrou nenhum resultado significativo. A mistura de triterpenos, 3,11-
dioxofriedelano (MGO03) e 3,16-dioxofriedelano (MGO04) apresentou resultado
significativo a partir de uma hora de exposi¢do. 3-Oxo-12a-hidroxifriedelano (MGO05)
demonstrou resultado significativo depois de duas horas de exposigéo.

Durante as trés horas de teste n&o se observou morte de nenhuma larva. De
acordo com o numero de larvas no lado da placa com o alimento tratado com a
amostra verificou-se que o efeito atrativo representou a atividade inseticida

predominante.
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CONCLUSAO

O principal objetivo deste projeto de pesquisa foi o de estudar quimicamente e
avaliar algumas atividades biolégicas do extrato hexanico e constituintes dos galhos
de Maytenus gonoclada Martius (Celastraceae), coletados na Serra da Piedade em
Caeté, Minas Gerais, Brasil.

O estudo do extrato hexanico resultou no isolamento e caracterizagao de sete
triterpenos pentaciclicos (3-oxofriedelano, 38-hidroxifriedelano, 3,11-dioxofriedelano,
3,16-dioxofriedelano, 3-oxo-12a-hidroxifriedelano, 3-oxo-29-hidroxifriedelano e 3-
oxo-12a,29-di-hidroxifriedelano), um esteroide (3-sitosterol) e dois acidos graxos de
cadeia longa (acido oléico e acido palmitico), identificados principalmente pela
técnica de RMN de 'H e °C.

Dos triterpenos isolados, 3-oxo-12a,29-di-hidroxifriedelano, € inédito. Sua
estrutura foi determinada por meio de RMN de 'H, *C, HSQC, HMBC, NOESY e
espectrometria de massas (ESI).

O isolamento de novos tipos de estruturas renova o interesse pelo estudo dos
metabdlitos secundarios de celastraceas, pois possibilita o conhecimento sobre
novos compostos bioativos e contribui para o estudo de rotas biossintéticas.

Os triterpenos friedelanicos sao predominantes em M. gonoclada, sendo o
isolamento de triterpenos consistente com o perfil quimico de outras espécies do
género Maytenus.

As atividades biologicas, do extrato hexénico e substancias isoladas,
determinadas  foram:  atividade  antimicrobiana, inibitéria da enzima
acetilcolinesterase e inseticida.

O extrato hexanico (FH2) apresentou atividade moderada contra a bactéria
Gram-positiva Staphylococcus aureus (halo de inibicdo: 8 mm), contra a levedura
Candida albicans (halo de inibicdo: 8 mm e CIM: 512 pg/mL), potente atividade
contra o protozoario Giardia lamblia (Clsp de 1,16 ug/mL) e atividade inseticida,
sendo o efeito atrativo predominante, contra as larvas de pragas de graos
armazenados Tenebrio molitor.

O triterpeno, 3B-hidroxifriedelano (MG02), apresentou atividade moderada de

inibicdo da enzima acetilcolinesterase pelo método de bioautografia.
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A mistura de triterpenos, 3,11-dioxofriedelano (MG03) e 3,16-dioxofriedelano
(MGO04), apresentou atividade inseticida, sendo o efeito atrativo predominante,
contra as larvas de T. molitor.

O triterpeno, 3-oxo-12a-hidroxifriedelano (MGO05), apresentou atividade
moderada e seletiva contra a levedura Candida albicans (CIM de 512 ug/mL).
Apresentou também atividade inseticida, sendo o efeito atrativo predominante,
contra as larvas de T. molitor.

O extrato hexanico (FH2), a mistura de triterpenos, 3,11-dioxofriedelano
(MGO03) e 3,16-dioxofriedelano (MG04) e o triterpeno, 3-oxo-12a-hidroxifriedelano
(MG05) podem ser promissores agentes inseticidas com efeito atrativo
predominante.

A realizacdo de alguns testes com os triterpenos isolados foi muitas vezes
inviavel devido a baixa solubilidade destes compostos no meio utilizado para os
ensaios. Acredita-se que esse problema pode ser solucionado utilizando
biotransformacdes e/ou semi-sinteses.

E importante dar continuidade aos estudos de galhos e iniciar o de raizes de
M. gonoclada, visando o isolamento de metabdlitos com potencial atividade biolégica
(principalmente quinonametideos), ou mesmo o isolamento em quantidade adicional
dos que ja foram isolados.

O objetivo do estudo dos produtos naturais ndo se limita ao conhecimento da
biodiversidade. Acredita-se que o entendimento sobre o0s mesmos permite
solucionar ou minimizar problemas basicos de sobrevivéncia, como por exemplo, a
pobreza, a densidade populacional e as doencas. A utilizacdo de farmacos é
essencial, e sua fabricacdo depende direta e/ou indiretamente de produtos naturais,
sendo que esses sao buscados nas florestas, principalmente as tropicais. No
entanto o desmatamento e a ma utilizacdo dos recursos naturais tém levado a
extingdo de muitas espécies constituindo um grave problema, visto que uma unica
espécie pode conter dezenas de metabdlitos bioativos.

Enfim, o que se faz ou se deixa de fazer determinara o futuro da

biodiversidade.
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