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RESUMO

ALBUQUERQUE, Luiz Roberto MarquegContribuicdo ao estudo quimico deOuratea
microdonta e Sauvagesia erecta (Ochnaceae), do Latex dRarahancornia amapa
(Apocynaceae) e Atividade Bioldgica. 188 p Tese (Doutorado em Ciéncias, Quimica).
Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ.

A analise das fracdes obtidas dos extrato®udatea microdontgdOchnaceae) 8auvagesia

erecta (Ochnaceae), e do latex Barahancornia amapa (Apocynaceae) conduziu ao
isolamento de constituintes de diferentes classes de metabdlitos especiais. Das 0lhas da
microdonta(Ochnaceaejoram isolados os terpenos sitosterol, estigmasterol, lupee[3-

amirina; o acido 3,5-diidroxi-4-metoxibenzdico e os biflavonoides, amentoflavona (5,7,4'-
triildroxiflavona (3-8")-5",7",4"-triidroxiflavona), 7”- O-metilagatisflavona e
agatisflavona (5,7,4’-triidroxiflavona (6-8)-5",7”,4-triidroxiflavona). Deste metabdlito foi
obtido o derivado tetrametil-agatisflavona, através dos dados obtidos das curvas de dicroismo
circular (CD) e ultra violeta (UV) foi possivel estabelecer a estereoquimica absoluta dos
atropoisdmeros destes biflavondides. Baerecta foi possivel realizar o isolamento dos
terpenos, sitosterol e estigmasterol, acido ursélico, lupeog B-amirina, os terpenos
glicosilados 3B-O-B-D-glicopiranosil sitosterol e B-O-B-D-glicopiranosil estigmasterol, a
isoflavona 5,7,4’-trimetoxisoflavona, e o flavondide vitexina. Do late¥? damapaforam
isolados uma mistura dos triterpenos pentaciclicos lupealnirina e -amirina e seus
ésteres (3-acil-), com predominancia dos éstere®-acil-lupeol, a dienona 1-hidroxi-4-
ox0-2,5-dien-cicloexil-1-etilen®-glicopiranosideo conhecido como cornosideo e o acguUcar
metilmioinositol. As estruturas foram identificadas pela analise dos espectros de IV, Massas e
RMN 'H e *C, incluindo técnicas especiais 1D e 2D das substancias naturais e de derivados,
e comparacdo com dados obtidos da literatura. Foram realizados testes de avaliacdo do
potencial moluscicida d®. microdonta sobr8iomphalaria glabrataimolusco), e os efeitos

do latex daP. amapasobre o desenvolvimento pés embrionario das larvaShigsomya
megacephala inseticida sobre as larv&hrysomya putoria, e ainda o efeito carrapaticida
sobre Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (carrapato). O perfil
metaboldomico do latex d®. amapaconfirmou as substancias isoladas e indicou que os
efeitos biologicos podem ser atribuidos aos terpenos e a dienona identificada.

Palavras chave Ouratea microdonta, Sauvagesia erecta, Parahancornia amapa, atividade
bioldgica.



ABSTRACT

ALBUQUERQUE, Luiz Roberto Marque<ontribution to the study of chemical and
Ouratea microdonta and Sauvagesia erecta (Ochnaceae) of L&arahancornia amapa
(Apocynaceae) and Biological Activities 2012. 188 p. Tese (Doutorado em Ciéncias,
Quimica. Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

The analysis of the fractions obtained from extractDafatea microdonta (Ochnaceae)
Sauvagesia erecta (Ochnaceae) and I&arahancornia amapa (Apocynaceae) led to the
isolation of constituents of different classes of metabolites spe€al.microdonta
(Ochnaceae) were isolated terpenes, sitosterol, stigmasterol, w@eolp-amyrin acid, 3,5-
dihydroxy-4-methoxybenzoic acid and biflavonoids,amenthoflavone  (5,7,4'-
trinydroxyflavone  (3'-8")-5",7",4"-trihydroxyflavone), 7"-O-methyl-agathisflavone and
agathisflavone (5,7,4'-trinydroxyflavone (6-8)-5",7",4"-trihydroxyflavone). Of this metabolite
derivative was obtained tetramethyl-agathisflafone through of data from the curves circulates
dichroism (CD) and ultra violet (UV) could be established the absolute stereochemistry of
biflavonoids these atropisomers. S. eregts possible the isolation of terpenes, sitosterol and
stigmasterol, ursolic acid, lupeoh and B-amyrin, terpenes glycosylated p3©--D-
glucopyranosyl p-sitosterol and 3-Q-D-glucopyranosyl stigmasterol, isoflavone 5,7,4'-
trimetoxy-isoflavone, and flavonoid vitexir?. amapa latex were isolated a mixture of
pentacyclic triterpene lupeod-amyrin andp-amyrin and esters (3-O-acyl), predominantly
esters of 3-O-acyl-lupeol, dienone the 1-hydroxy-4-oxo-2,5-dien-cyclohexyl-1-ethylene-O-
glucopyranoside and sugar known as cornosideo metilmioinositol. The structures were
identified by analysis of IR, Mass arfth and **C NMR, including 1D and 2D special
techniques of natural substances and derivatives, and compared with data obtained from the
literature. Tests were conducted to evaluate the potential of mollusdidalcrodonta on
Biomphalaria glabrata(mollusk), and the effects of latdx amapa on the post embryonic
development of the larvae @hrysomya megacefhala and insecticide on lag/somya
putoria, and the effect on tickRhipicephalugBoophilus)microplus(Canestrini, 1887{tick).

The metabolomic profile lateR. amapa confirmed the isolated and indicated that biological
effects can be attributed to terpenes and dienone identified.

Keywords: Ouratea microdonta, Sauvagesia erecta, Parahancornia amapa, biological
activities.
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|. INTRODUCAO GERAL

A fitoquimica interage com diferentes areas de conhecimento e sua relevancia esta
ligada a essa interdisciplinaridade. O estudo fitoquimico visa detectar informacdes inerentes
aos metabdlitos especiais e contribuir para o desenvolvimento de diversas areas da ciéncia.

A grande variedade e complexidade de metabdlitos especiais biossintetizados pelas
plantas teriam se formado e evoluido, como mecanismo de defesa desses vegetais as variacoe
das condicbes ambientais, de adaptacdo e regulacdo. Ha substancias macromoleculares
(proteinas, acidos nucleicos etc.) que sao produzidas pelos processos metabdlicos primarios e
sdo estudados pelos Bioquimicos. A maioria das substancias micromoleculares (alcaloides,
flavondides, terpendides, ligndides etc.) sdo elaboradas por processos metabdlicos especiais e
sao estudadas pelos Quimicos de Produtos Naturais.

Além do interesse econdmico visando explorar os metabdlitos especiais na producao
de perfumes, corantes, medicamentos, inseticidas etc., deve-se considerar que 0s estudos
realizados pelos Quimicos de Produtos Naturais trazem informacdes inerentes aos metabdlitos
especiais que enriguecem e contribuem para o desenvolvimento de diversas areas da ciéncia,
tais como: Farmacologia, Botéanica, Agricultura, Quimica Organica, Evolucdo e Ecologia
Quimica.

O desenvolvimento de novas técnicas analiticas e, principalmente, o aperfeicoamento
dos instrumentos de analises espectrométricas aliado ao desenvolvimento de técnicas
espectroscopicas como UV, IV, RMN e°C e EM, juntamente com as técnicas especiais de
RMN (NOE, NOESY, HMBC, HMQC, COSY, HETCOR, INADEQUATE etc.), além de
difracdo de raios-X ou dicroismo circular, os quimicos organicos tém conseguido com certa
rapidez e facilidade, elucidar estruturas moleculares complexas de constituintes naturais, até
h& pouco tempo dificeis de serem identificadas. Como resultado, a aplicagcdo de diversas

técnicas cromatogréficas, juntamente com o uso dessas técnicas modernas de andlise orgéanica



tem conseguido detectar uma grande diversidade de substancias de diferentes classes de
metabolitos especiais.

Conforme revelado acima, a justificativa mais frequente para se realizar o estudo
quimico de plantas € o anseio de se descobrir substancias naturais com atividade biolégica.
Isto € observado nas obras relacionadas com deteccao, isolamento e determinacao estrutural
de produtos naturais bioativos (WANGER & WOLFF, 1977; PEZZUTO, 1997). Pode-se
incluir como exemplo adicional as obras de Colegate, 1993 e Bruneton, 1993, que revelaram
claramente a importancia de se desenvolver estudos sobre a quimica das plantas. Além de se
conseguir meios de verificar a viabilidade do uso de espécies vegetais pela populacéo, atraves
de estudos de farmacognosia para orientad-los quanto ao uso das plantas, ha também a
possibilidade de se descobrir substancias que podem ser usadas como medicamento e,
inclusive, servirem como modelo ou matéria-prima para sintese de farmacos. Este tipo de
trabalho tem sido razdo do emprego de bilhdes de délares por grupos de pesquisas dos paise:
desenvolvidos. InUmeras drogas tém sido obtidas de plantas e muitas atividades terapéuticas
sao controladas por estes medicamentos que sdao empregados em forma de produtos naturais
puros ou fracdo de extratos, de derivados ou sintetizados (Figura 1, pagina 4). Entre 1997-
2007, mais de 500 substancias quimicas novas foram aprovadas pelas instituicées reguladoras
de todo o mundo, desse total quase 50% sdo de origem natural (NEWMAN & CRAGG,
2007). E, nos ultimos 30 anos, aproximadamente 49% de todos os farmacos utilizados no
tratamento de diferentes tumores séo oriundos de produtos naturais ou derivados destes. Em
outras classes, como no tratamento de infec¢des a dependéncia dos produtos naturais é ainde
maior (NEWMAN & CRAGG, 2012).

Como os exemplos ilustrados na figura 1, pagina 4, podemos citar os alcaldides anti-
hipertensivos Rauwolfia serpentina, reserpind,), colinérgicos Rilocarpus jaborandi
pilocarpina,2), antimalarial (alcaléides de Cinchordae 4), anestésicoHrythroxylum coca,

cocaina,5), relaxante musculaChondrodendron tomentosuou curare, tubocurarin®) e
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anticancerigenos (vincristina ou Oncovina, 7CGé#gharanthus roseus a camptotecing, de
Camptotheca acuminata). Em relacdo a agentes anticancerigenos néo se pode deixar de citar o
lignéide podophilotoxinaq, de Podophyllum peltatuine o derivado diterpénico, paclitaxel
(ou taxol, 10de Taxus brevifolia) (COLEGATE & MOLYNEUX 1993; BRUNETON 1993).
Outros ja comercializados sdo os glicosideos cardioténicos, a digatinaefcontradam
espécies d®igitalis (PEZZUTO 1997; COLEGATE & MOLYNEUX 1993; BRUNETON
1993; WANGER 1977). A avaliacao da atividade antiviral de substancias naturais tem sido
frequente. Como exemplos podemos citar o trabalho detHal., 1994. onde fizeram a
avaliacdo da atividade de varios flavonoides isolado€itgsanthemum morifoliure de
outros flavondides conhecidos. Nesta avaliacdo verificaram que a crisMa 74,8-
diidroxiflavona (L3) e a apigeninald) revelaram-se mais ativas e menos toxicas do que a 7-
O-B-D-glicosil-5-hidroxi-4’-metoxiflavona 15). Na classe dos flavondides, os biflavondides
tém sido citados com mais frequéncia quanto a avaliacdo de atividade biolégica. Como
exemplo os trabalhos: “Antiviral Activities of Biflavonoids” (LI&t al, 1999), “Biflavonoids
as Novel Antituberculosis Agents” (LIt al, 2001) e os trabalhos desenvolvidos pelo nosso
grupo (LQPN- UFRRYJsobre isolamento, determinagéo estrutural e avaliacdo de atividade
antitumoral, citotdéxica e inibicio de DNA topoisomerase (CARVALIO al, 2002;
CARVALHO et al, 2005), inclusive, em células humanas (DANI&Lal, 2007), além de
atividade anti-helmintica (SILVAt al, 2005) e moluscicida (CARVALHE@t al, 2006) das
biflavonas isoladas de espéciesQlaatea eLuxemburgiaComo exemplo podemos destacar
a 7"-metil-agatisflavona 16, abundante em espécies Qaratea), amentoflavonaly) e
diidroochnaflavona 18). Além dos trabalhos de elucidacdo estrutural e preparacdo de
derivados desses metabdlitos naturais (CARVALEtOal, 2006; DANIEL et al, 2005;
CARVALHO & DANIEL, 2005).

Na classe dos triterpenos (Figura 1, pagina 4), os acidos 3-oxo-2a,19a-diidroxiurs-12-
en-28-oico 20), ursolico 21) e maslinicod?2) isoladosle Geum japonicurfXU et al, 1994)
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e 3-0x0-16,28-diidroxi-friedelano (celasdina ) revelaram potente atividade inibidora do

virus HIV, sendo este ultimo menos téxico do que o AZT (KUO & KUO, 1997).

3:R=0CHg(-) Qinina)
4: R=H(-) cinchmidina

H
OH
o 12: R=CH,RER7Ry=H
R= Meo 13: R=B=RsHRFOH
OH

11(d ira) R=OH 14: R=RB=0H,RFR3=H
IgoXm ) = . - -
1lla R;=H 15: R=CH,RFH R=0OMe,Rs=glu

Ry
20: R=0,R;=R,R,=OH,Rs=Me,Rs=H
21: R=H,OH,RR,=R3=R4=H,Rs=Me
22: R=H,OH,RiR,=Rs=H,R,=0H,Rs=Me

OH OH
SRS
HO o o O oH
O | 18 o
OH O
Figura 1. Produtos naturais puros, derivados ou sintetizados utilizados como farmacos.

O\HO

O interesse da comunidade cientifica mundial em relacéo a flora brasileira tem sido
extremamente expressivo. Esta procura tem acontecido devido a sua grande variedade de

espécies e as mais diversas propriedades que muitas delas apresentam como: tintoriais,



odoriferas, estimulantes, alucinogénicas etc. (GOTTLIEB & MORS, 1978). Além de exemplo

de substancias naturais com atividade farmacoldgica, temos que levar em consideracao que a
contribuicdo do estudo quimico de plantas brasileiras ultrapassa estes limites. Devemos
considerar também as contribuicdes cientificas oriundas dos resultados do estudo quimico de
plantas de forma mais ampla e nao se limitar a fins exploratorios com lucros imediatos. Neste
sentido, os critérios morfolégicos utilizados na identificacdo das espécies vegetais, podem ser
acrescidos de informacdes relacionadas com seus possiveis constituintes quimicos, detectados
pelo estudo fitoquimico. Essas estreitas relagdes, denominadas quimiotaxondmicas, permitem,
inclusive, fazer previsdo da composicdo quimica de uma determinada espécie vegetal e
aumentam as chances de se encontrar substancias especificas que podem ocorrer dentro di
uma familia ou género. Sob este aspecto, merecem destaque os estudos de rotas biossintética
e enzimas envolvidas nos processos de producdo desses metabdlitos especiais, além de
estudos em ecologia quimica no entendimento das interacdes dessas substancias com 0 meic
ambiente. Neste contexto, a fitoquimica esta relacionada com outras areas de estudo, como
Agronomia, Veterinaria, Ecologia, Biologia, Farmacologia etc.

Na area da quimica, a Quimica de Produtos Naturais € importante para a formacao de
profissionais de quimica com conhecimento dos processos biossintéticos, técnicas de
elucidacdo estrutural e uso de reacbes de derivatizacdo, além do estudo das atividades
biolégicas.

Estas considera¢gdes mostram a importancia dos trabalhos relacionados com o estudo
quimico e avaliacdo de atividade biologica de plantas. Nesse sentido, além dos trabalhos
citados acima, o Grupo de Pesquisa de Produtos Naturais da UFRuralRJ tem atuado na
deteccdo de constituintes ndo identificados anteriormente de espécies de diferentes familias
gerando informacfes sobre os constituintes quimicos ativos das espécies vegetais, na
preparacdo de derivados, e andlises detalhadas das estruturas com as técnicas modernas d

analise organica. Aliado a estes estudos e, com auxilio de outros grupos de institutos de
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pesquisa, 0 grupo tem realizado estudos dos fatores quimicos e ecoldgicos relacionados a
efeitos de germinacéo de sementes e desenvolvimento de insetos como predadores das planta:
e animais (LUNZet al, 2007; ESPINDOLAet al, 2006). Outra contribuicdo relevante deste
estudo é a informacao quimiotaxondmica dos géneros estudados (SUZARR@DA).

Sendo assim, propusemos neste trabalho um complemento do estudo do latex de
Parahancornia amapa (Huber) Ducke (Apocynaceae), para confirmar a auséncia de iridoides
na mesma, uma vez que no norte do Pais tem sido confundida com espElameatdethus
cujas propriedades séo atribuidas a presenca desta classe de metabdlitos.

A atividade inseticida do latex e de espécies vegetais € também um ponto que deve ser
investigado. Alguns estudo tais como, a avaliacdo do efeito do latexptierbia splendens
(Euphorbiaceae) no desenvolvimento pés-embrionariBetdia chrysostomé@/Niedemann,

1830) (GOMES et al., 2003) e no controle de carrapatoRhipicephalus(Boophilus)
sanguineus(Latreille, 1806) (PINTOet al, 2011), o efeito do latex delumeria rubra
(Apocynaceae) em larvas de mosquitdsedes aegyptLinnaeus, 1762)e Anopheles
stephensi(Liston 1901) (PATIL et al.,, 2012), a utilizacdo dos extratos 8Saraca indica
(Caesalpiniaceaeguplentes clitoria (FabaceaeNgctanthes arbor-tristigOleaceae) contra

0S mosquitos vetores da malaria, filariose linfatica e dengue (MATIdESY, 2009). Estes
estudos demostram a grande variedade de espécies vegetais testadas no controle de inseto
transmissores de doencdsstas consideragfes e a disponibilidade do latef.demapa
motivaram o desenvolvimento do estudo sobre atividade inseticida do latex desta planta.
Devido as consideracdes sobre atividades bioldgicas de flavonoides, frequéncia desta classe
de metabdlitos em espécies @ehnaceaee disponibilidade de colaboragdo para fazer testes

de atividade molucicida de extratos de plantas resolveu-se fazer este estudo com os extratos
de O. microdonta. Sendo, inclusive o primeiro estudo quimicO deicrodonta, assim como

o de Salvagesia erecta, que foram desenvolvidos como complemento ao conhecimento da

guimica da familia Ochnaceae



Il. OBJETIVOS

Realizar o estudo quimico d@uratea microdonta (Folhas)®auvagesia erecta afim

de complementar o conhecimento da familia Ochnaceae.

Complementar o estudo do latex l[larahancornia amapgara confirmar a auséncia

de iridoides.

Identificar as substancias isoladas utilizando-se métodos espectroscopicos na regido
do IV, RMN *H e**C (1D e 2D) e espectrometria de massas.

Preparar derivados com o propésito de facilitar a identificacdo das substancias
isoladas.

Avaliar atividade molucicida dos extratos@eratea microdontaobreBiomphalaria
glabrata (Say, 1818) e verificar os efeitos tardios nos moluscos sobreviventes aos
bioensaios

Avaliar atividade do latex ddParahancornia amapa no desenvolvimento pos
embrionario d&Chrysomya megacephalgabricius, 1794) eseticida enChrysomya
putoria (Wiedemann, 1818)

Avaliar atividade carrapaticida do latex larahancornia amapa sobRhipicephalus

(Boophilus) microplugCanestrini, 1887)



lIl. MATERIAL E METODOS GERAIS
[11.1 Experimental Geral

Os pontos de fusdo foram determinados em placa de aguecimento MEL-TEMP I,
Laboratory Devices USA, utilizando capilar, sem correcao dos valores.

Os espectros de infravermelho foram obtidos nos espectrofotobmetro FT-IR modelo
Perkin-Elmer 1600/1605 e Vertex 70 da Brucker em pastilhas de KBr ou filme em NacCl.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nucleét deidrogénio) €°C (carbono),
incluindo experimentos em 2D, foram registrados nos espectrometros: Bruker Avance-200
(*H: 200 MHz e®C: 50 MHz), Bruker Avance 11-400': 400 MHz e**C: 100 MHz) e
Bruker Avance 11-500 'H: 500 MHz e®C: 125 MHz) utilizando como padrdo interno
tetrametilsilano (TMS) e como solvente dimetilsulféxido deuterado (DMgOrdetanol
deuterado (BCOD), cloroférmio deuterado (CD#$)J piridina deuterada (Piridinas)d Os
deslocamentos quimicos)(foram medidos em parte por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamentoJ) foram medidos em Hertz (Hz).

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram registrados em cromatografo a gas
HP-5880A acoplado a espectrometro de massas computadorizado HP-5897A analisador de
ions quadrupolo e ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV; CG/EM Varian Saturn 2000;
CG/EM HP-5989A.

Os espectros de dicroismo circular (DC) foram obtidos em espectropolarimetro J-815
Circular Dichroism da JASCO; O desvio da luz polarizada foi obtido em um polarimetro
Perkin-Elmer 343 e os espectros de UV foram obtidos em espectrometro UV-1601 PC
Shimadzu.

A visualizagé@o das substancias foi feita através de irradiacdo de lampadas ultravioleta

(254 e 365 nm) e as revelacdes cromatogréaficas, quando necessarias, foram efetuadas com a:



solucdes de AIGIEtOH (1%), vanilina sulfarica (vanilina: 1,0g, + 45 mL de etanol + 45 mL

de agua + 10 mL de acido sulfarico), vapores de iodo, reagente Liebermann-Burchard, Godin

A e B (DOMINGUEZ, 1973 e MATOS, 1988). Para cromatografia em camada delgada

analitica (CCDA) foram utilizadas cromatofolhas de aluminio revestidas com silica gel 60

F.s4(Merck). A cromatografia em coluna foi realizada com silica gel (230-400 e 70-230 mesh,

Vetec) e Sephadék LH-20 (Sigma, USA) e para a cromatografia em camada delgada

preparativa (CCDP) foi utilizada silica G (2-2Bn, 60 A, Pkss) Vetec sobre suporte de

vidro, as placas cromatograficas depois de prontas apresentavam 1mm espessura de silica.
Os solventes nao deuterados utilizados foram da marca Vetec de grau P.A., sendo que

alguns solventes comerciais foram destilados no Departamento de Quimica da UFRRJ antes

de serem utilizados.

[11.2 Derivatizacbes

[11.2.1 Metilagdo com diazometano

A solucéo de diazometano foi preparada de acordo com a metodologia experimental
descrita por VOGEL (1989) e Carvalbbal. (2006). Conforme essa descricdo experimental,
uma aliquota de 2,14 g do reagentenetil-n-nitrosop-toluenosulfonamida (Diazaly foi
solubilizada em 30,0 mL de éter etilico e colocada dentro de um baldo de destilacdo
juntamente com uma solucao de KOH (0,4 g em 10,0 mL de etanol). A mistura reacional foi
entdo destilada com aquecimento brando em banho de dleo e a solu¢do de diazometano foi
recolhida em erlenmeyer mergulhado em banho de gelo. A substancia a ser metilada foi
solubilizada em metanol, tratada com excesso de diazometano e deixada em repouso por 24

horas.



[11.2.2 Acetilacdo com anidrido acético e piridina

A reacado de acetilagéo foi feita utilizando-se 1,0 mL de anidrido acético e 1,0 mL de
piridina para cada 10,0 mg de material. A mistura reacional foi mantida sob agitacao por 24
horas em banho de 6leo na temperatura entre 56G.6® seguir adicionou-se agua destilada
gelada e extraiu-se com cloroférmio (10mL). A solucdo cloroférmica foi lavada com acido
cloridrico 10%, até o completo desaparecimento do cheiro de piridina, secou-se com sulfato
de sodio anidro e apoOs evaporagdo a pressao reduzida (rotaevaporador) e purificagdo em

coluna de silicagel obteve-se a substancia acetilada (SHRINER, 1979).
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CAPITULO IV

Contribuicdo ao estudo fitoquimico do latex déarahancornia amapa
(Apocynaceae) e avaliacédo da atividade bioldgica.

(SILVA et al.,2012)
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IV.1 Aspectos botanicos e generalidades sobRarahancornia amapa (Huber) Ducke

A Parahancornia amapa ou amapazeiro (Figura 2a, pagina 12), pertence a Ordem
Gentianales, na Familia Apocynaceae, Género Parahancornia que inclui 4555 espécies,
distribuidas em 415 géneros (RAPINI, 2000). Seu latex, comumente chamado de "leite do
amapa", (Figura 2b, pagina 12) € usado como cicatrizante e no tratamento de hematomas,
sendo também misturado com mel, para ser usado como uma bebida para o tratamento de
asma, bronquites e fraqueza fisica (RAPINI, 2000). As cascas do caule e o latex desta espécie
tém sido utilizados na medicina popular local como antissifilitico (VAN DEN BERG, 1982).
Além do uso medicinal, esta planta também serve como fonte de fibras para cordas e fios
utilizados em artesanato, fornece madeira para a construcao civil e producdo de moveis e
ferramentas. Borracha e goma de mascar sdo produzidas a partir do latex; a goma das
sementes é utilizada no enchimento de travesseiros e almofadas, e até mesmo veneno pare

flechas de caca pode ser extraido de algumas de suas espécies (RIBEIRO, 2010).

(@) (b)

Figura 2a. Parahancornia amapa (&rvor@pnte: disponivel enwww.portalsaofrancisco.comyor
Figura 2b. Latex de Parahancornia amajonte: disponivel enwww.voutifalar.blogspot.com.pr
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IV.2. A quimica da Parahancornia amapa

A revisdo sobre a quimica desta espécie (SciFinder SEAGa12 e outras bases de
dados) mostrou apenas trés trabalhos publicados, onde foram utilizadas a casca e o latex
(SOBRINHOEet al, 1991), raizes (CARVALH@t al, 2001) e o latex (CARVALHt al,

2008). Estes trabalhos descrevem o isolamento e identificacdo de triterpenos, ésteres de acil
lupedis, esterdides, &cidos alifaticos, carboidrato e feniletanoides (Figura 3, pagina 14). Além
destes compostos naturais foram obtidos os derivados acetilados dos triterpenosy leipeol,
B-amirina, dos esterdideg-sitosterol, estigmasterol B-sitostenona, e ésteres metilicos

obtidos através da hidrolise dos acil lupedis e metilacdo (Figura 3, pagina 14).

13
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Figura 3. Substanmas puras e derivados isolados de Parahancornia amapa.
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IV.2.1 Consideracbes quimicas sobre o0s génerdBarahancornia e Himatanthus
(Apocynaceae)

A P. amapee Himathanthus articulata&o arvores encontradas no Amapa, na Regiao
Amazobnica, e por serem muito semelhantes séo utilizadas pela populacdo (casca e latex) no
tratamento de diferentes enfermidades, como se fossem a mesma espécie (ALVES, 2003;
CARVALHO et al., 2001; BARRETCet al., 1998; VELOSCet al, 1999). No entanto, as
espécies dHimatanthusestudadas até o momento bioproduzem, entre outras classes de
metabolitos especiais, principalmente iridoides e alcalbdides inddlicos (ABDEL-KARER
al., 1997, BARRETOet al., 1998), enquanto que nos estudos fitoquimico®.damapa
encontrados na literatura (SOBRINH®Dal, 1991; CARVALHOet al, 2001; CARVALHO
et al, 2008) ndo foram encontradas, até o momento, essas classes de metabdlitos. Desta
forma, o trabalho realizado nesta tese confirma as informacdes quimicas existentes sobre esta
espécie e contribui para a diferenciacado das espécemapae Himatanthus Uma vez que
neste trabalho ndo foram encontrados iridéides nem tdo pouco alcaldides, compostos
bioproduzidos por espécies #@#mathantuse que podem ser utilizados como marcadores
quimicos destas espécies.

Na figura 4 (pagina 16) e tabela 1 (pagina 15) estao representados alguns exemplos de
iridoides isolados de espécies de Himathanthus

O trabalho sobre o estudo quimico do late¥Pdamapa resultou no artigo publicado

na Revista Brasileira de Farmacognosia (CARVALHO et al., 2008). (Anexo A, pagina 54)

Tabela 1. Alguns iridéides isolados de espécies de Himathanthus

Espécie Classe das substancias Referéncias

H. phagedaenica Iriddide (1) Vanderlei et al., 1991
H. fallax Iridéides (2, 3) Abdel-Kader et al 1997
H. articulata Iridéide (4) Barreto et al 1998

H. sucuruva Iridéide (5) Silva et al, 1998

H. phagedaenicus Iridoide (6) Veloso et al, 1999
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Figura 4. Iridéides isolados de espécies de Himatanthus (Apocynaceae).
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IV.3 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos do latex dearahancornia
amapa

O latex utilizado neste trabalho foi inicialmente extraido de um espécifmeaneapa
identificado pelo botanico Benedito Vitor Rabello no estado do Amapa-Brasil, cuja exsicata
do espécime (07231) encontra-se depositada no Herbario Amapaense (HAMAB) da divisdo
de botanica do museu Angelo Moreira da Costa Lima, no Instituto de Estudos e Pesquisas do
Amapa (AIEPA), Macapa-Brasil.

Uma aliquota de 100 g do latex liofilizado Meamapafoi solubilizado em metanol e
filtrado em um funil simples com papel de filtro. A solugdo metandlica gerou a particdo
ParahancorniaAmapal atex Metanol, PALAM (49,3g) e o precipitado foi submetido ao
fracionamento em coluna de filtracdo de silica gel utilizando-se como eluentes: hexano e
diclorometano. Obtendo-se as particdegrahancorniaAmapa L atex Hexano, PALAH

(15,59) eParahancornidAmapal atex Diclorometano,PALAD (25,5g) (Esquema 1, pagina

17).
Latex liofilizado
(100 g)
= Solubilizagao em MeOH
Precipitado (45.0 g} v Filtragdo
- FM: Hexano-CH,Cl, - Evaporagao sob
- FE: Silicagel 60 pressao reduzida
A 4 A 4
PALAM
(49,3g)
Y - Partigao MeOH
PALAH PALAD
(15,5g) (25,59)
- Particao Hexano - Particao CH,CI,

Esquema 1. Fracionamento do latex liofilizado de Parahancornia amapa.
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IV.3.1 Processamento das particoes PALAH e PALAD

Nas particoe®?ALAH e PALAD, foram identificados uma mistura de triterpenos e
ésteres de lupeal-amirina,p-amirina (-3a-d). As duas particbes foram cromatografadas em
coluna de silicagel utilizando como eluentes hexano e acetato de etila, de forma gradiente,
partindo de hexano 100% até acetato de etila 100%. Apés analise por CCDA e revelacdo com
Liebermann-Burchard foi observado a predominancia de compostos terpénicos, e as fracdes
foram reunidas em subfra¢cdes (Esquema 2, pagina 18). A andlise dos dados espectrais das
subfracBes e a comparacdo com espectros de BMA'C da mistura de ésteres de acil-
lupeol isolados anteriormente Be amapa(CARVALHO et al, 2001) permitiu identificar a

mistura dos ésteres de lupechmirina, Bamirina (L-3a-d).

PALAH PALAD
(15,59) (25,59)

cC
FM: hexano:acetato
FE: Silicagel 60

PALAH PALAD
6-20 15-18
30-45 J L

Esquema 2. Fracionamento das particdes hexBAd@.AH ) e diclorometanoRALAD)
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IV.3.2 Processamento da particdo metanol PALAM

A particaioPALAM (49,3 g),foi cromatografada em coluna de Sephadé 20,
utilizando-se como eluente metanol (100%), obtendo-se 50 fracdes de 125 mL cada, que
forma reunidas apO6s a analise de CCDA em outras subfracbes (Esquema 3, pagina 20).
Andlise dos Espectros de RMN de 'H e 3C e comparacdo com dados da literatura (KAN et
al., 1992), confirmaram a presenca da dien@oanosideo)4) nas fracbes LAPAM 09-11,

14-16, 54-56. Nas fracdes 27, 32-36, 46-53 foi observado a presenca de um precipitado de
coloracdo branca, com ponto de fusdo (pf 214°€)70 qual foi identificado apds a andlise

dos dados obtidos nos espectros de RMN de *H e 13C (DEPT) e comparacédo com os dados da
literatura (BREITMAIER et al, 1989) como sendo o acgucar metilmioinosi{6). Uma

aliquota de 30 mg da substan¢ foi tratada com anidrido acético e piridina (temperatura
50-60°C), obtendo-se o derivado acetilado (Fajanalise por CG-EM do derivado {tr =5,35

min., m/z 345, (M, 100%)} e os fragmentos m/z 301, 243 e 182 confirmaram o derBado

Os dadosobtidos nos espectros de RMN de *H e 13C e comparacdo com dados da literatura
(BARRETO, 1994; MOREIRAet al, 1999) do derivad®a, confirmaram a estrutura da

substancia 5 (metilmioinositol).
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PALAM
(47,3 g)

cc
FM: MeOH
FE: Sephadex®@ LH-20

RO OR 1
LAPAM - P
09-11, 14-16,

LAPAM . 7
27, 32-36, 46-53 RO & [/ OMe
(300 mg) ~j—"J3 —+—OR

(5) )
(o] v

oH LAPAM-27
(30,0 mg)

54-56 (2,0 g)
(4)

5:R=H

} Anidrido aceético:Piridina
5/ OH | (2ans0607C)

B 1° HO 3 LAPAM-27-AC
(12,5 mg)
4 5a
derivado acetilado

RO ¢ OR ,
' o OMe
RO/ % / or
4 RO :
5a: R=Ac
Esquema 3. Fracionamento da particdo metanol do latex de Parahancornia amapa.



IV.4 Resultados e discussao

IV.4.1 Constituintes quimicos isolados do latex dearahancornia amapa

As estruturas das substancias isolada®.damapa podem ser visualizadas na figura 5,
pagina 21. Os resultados obtidos nesta parte do trabalho foram publicados no artigo: Carvalho
et al. (2008), Anexo A (pagina 54).

ﬁ RO 5 OR 1
5 3 OMe
o ) 2/
’ . 3 / OR
6 2 4 RO
OH 7 - 5 R=H
4 5a: R=Ac

Figura 5. Constituintes isolados do latex de Parahancornia amapa.
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IV.4.2 Determinacdo estrutural dos constituintes isolados do latex de Parahancornia
amapa

IV.4.2.1 Identificag@o da substancia 1-3a-d (ésteres de acil lupeol)

O espectro na regido do IV da mistura de substancias 1-3a-d (Bigpégina 22)
mostra bandas de absorcéo para grupo hidroxila em 344%em), grupamentos Cie CH
com bandas de absorcdo em 2922 er@2851 crit (estiramento C-Hyc.), respectivamente e

uma banda de absorcéo caracteristica de carbonila de éster em T186-em

3442 Vo I 1‘= r
| 1

eI ETE EIgTE] (5101Y) 136y

Figura 6. Espectro de IV das substancias 1-3 a-d.

Analisando os sinais presentes no espectro de RMRHd@igura 7, pagina 23)

podemos identificar sinais caracteristicos de metilas em deslocamento quimico entre 0,76

ppm a 1,33 ppm. Além dessas metilas existe um sinalei66 ppm atribuido a metila

ligada a um carbono $H-30). A auséncia do sinal efy 3,50 do hidrogénio H-3 do

carbono carbindlico metilico e a observacdo do mesmayefi7 deve-se a presencga de um

grupo acila ligado ao carbono carbindlico, 0 que sugere a presenca de ésteres dos triterpenos

lupeol,a e B-amirina (2 e 3). Existem ainda dois sinais atribuidos aos hidrogénios olefinicos

H-29a e H-29b, respectivamente 834,53 edy 4,65 e outros sinais assinalados no espectro

de hidrogénio que indicam a presenca majoritaria do triterpeno lupeol (1).
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Foram observados no espectro de RMN*¥2 (Figura 8, pagina 24) sinais mais

intensos endc 150,93 ppm atribuido ao carbono quaternario C-2@£&09,36 atribuido ao

carbono olefinico C-29 e um sinal edg 80,58 do carbono carbindlico C-3. Todos esses

sinais estdo de acordo com triterpenos pentaciclicos da série lupano; outros sinais observados

entre &c 110 e 150 ppm comprovam a presenca de triterpenos pentaciclicos das séries

oleanano e ursano. A comparagcdo destes e dos outros sinais observados com os dados

extraidos da literatura (CARVALH®@t al., 2001), que estdo apresentados na Tabela 2 (pagina

25), garantem a presenc¢a majoritaria da mistura de ésteres de acil-lupeol.

- e

-
~ ba)
- -
~ ~

[
oy
- ry
-
oy

23794
23418
22984
-2.2622

-

"
o
o
-

siei17
4.6572
4 5521
4 5469
4.5400
45331
4.5125
45021
—— 44711
— 19594

1-3a: R=H

1-3bx R=

—_ 'n
b
_ o~ oM O
- — +
- oo I3 R= Ly ;
a QW ' nz!
8 3= H-2' (1€
z T (1€)
H-12(2+3) . § H-3'(1C) 19 (1)
.‘“ Aar
5 .o 48 4.6 4 . l..’ . J_-‘.l-' E¥ | I jlﬂ I.J_;—_J.‘ 10 . 28 :Io . 211 ) ."..’
(ppm)

20244
-2.0158

H-2' (1b)
|
" A

20

16591

1.2301

Figura 7. Espectro de RMNH (200MHz, CDC}) da mistura das substancias 1-3a-c.
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Tabela 2. Dados RMN d&C (50 MHz, CDC}) da substancia 1, 2 e 3

CARVALHO et al., 2001, SOBRINH@t al., 1991

C Ref. Oc del Ref. Ocde?2 Ref. O0cde3
lupeol o-amirina B-amirina
1 37,7 37,78 38,7 38,33 38,7 38,33
2 27,4 27,41 27,2 27,4 27,3 27,4
3 78,9 80,57 78,6 79,1 79,0 79,1
4 38,8 38,33 38,7 38,8 38,8 38,8
5 55,3 55,34 55,2 55,34 55,3 55,34
6 18,3 18,16 18,1 18,2 18,5 18,2
7 34,2 34,18 32,7 31,90 32,8 31,90
8 40,8 40,82 39,8 39,90 38,8 39,97
9 50,4 50,31 47,8 47,97 47,7 47,97
10 37,1 37,06 36,9 37,8 37,6 37,7
11 20,9 20,92 23,3 23,7 23,6 23,4
12 25,1 25,14 124,2 125,0 121,8 122,0
13 38,0 38,0 139,4 139,1 145,1 145,5
14 42,8 42,79 41,6 41,9 41,8 43,0
15 27,4 27,41 28,7 28,4 26,2 26,2
16 35,5 35,54 26,5 26,0 27,0 27,4
17 43,0 42,97 33,5 34,18 32,5 32,6
18 48,2 48,25 58,9 59,0 47,2 47,97
19 47,9 47,97 39,5 31,90 46,9 47,97
20 150,9 150,93 39,5 39,97 31,1 31,90
21 29,8 31,90 31,1 31,90 34,8 34,84
22 40,0 39,97 41,6 40,25 37,2 37,78
23 28,0 27,93 28,2 27,93 28,2 27,93
24 15,4 14,49 15,8 15,95 15,5 15,95
25 16,1 16,13 15,6 15,80 15,6 15,80
26 15,9 15,95 16,4 16,56 16,9 16,56
27 14,5 14,10 23,3 27,41 26,0 27,61
28 18,0 17,91 28,2 27,93 28,4 28,00
29 109,3 109,35 17,4 17,91 33,3 33,51
30 19,3 19,26 21,3 20,92 23,6 23,5
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IV.4.2.2 Identificagéo da substancia 4

A partir da analise do espectro de IV da substéh¢kagura 9, pagina 26) foi possivel
identificar bandas absorcdo em 3386 qrara grupos hidroxila (estiramento O+Hp.1), em
2927 cn e 2893 cnit de grupos Chle CH; (estiramento C-Hyc.), carbonila conjugada em
1668 cnt, deformac&o axial C=C em 1624 dena presenca de estiramento de C-O em 1078

cm® confirmando a presenca de &lcool e éter na estrutura proposta.

% Transmittance
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L€'8991

6'98¢€¢€
L1'8L01

=
=
=
.

4000 IB00 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200
Wavenumber (cm-1)

Figura 9. Espectro de IV da substancia 4 (cornosideo).

O espectro de RMN d&H (Figura 10, pagina 27) da substandiapresenta dois
dupletos (J=9,9 Hz) e’ = 6,20 (H-3, 5) &= 7,10 (H-2, 6) correspondentes a um sistema
AA’BB’, hidrogénios metilénico®y =2,06 (H-7), e 3,63 e 3,98 (H-8a e H-8b) e sinaidem
=3,17-4,27 (m) atribuidos aos hidrogénios do carboidrato.

A andlise do espectro de RMN € (Figuras 11 e 12, paginas 28) da substaheia
sua comparacao com os dados da literatura (Tabela 3, pagina 27) para feniletanéides (KHAN
et al, 1992) permitiu identificar a substaneiacomo sendo a dienona 1-hidroxi-4-oxo-2,5-

dien-cicloexil-1-etilend®-glicopiranosideo (cornosideo, pf. 219-22)).
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Tabela 3. Dados de RMRH (200 MHz) e**C (50 MHz) do cornosideo 4 (MeODR)d
comparados com a literatura (KHAN et, dl992).

dc literatura
¢ dc O (KHAN et al,, 1992)
1 69,13 - 69,2
2 153,46 7,10 (d; 9,9 Hz) 154,3
3 126,89 6,20 (d; 9,9 Hz) 128,0
4 188,01 - 187,8
5 126,89 6,20 (d; 9,9 Hz) 127,9
6 153,46 7,10 (d; 9,9 Hz) 154,3
7 40,51 2,09 (m) 41,0
8 65,53 3,98 (m); 3,63 (m) 65,9
1 103,8 4,31 (d; 7,62 Hz) 104,9
2 74,59 3,25 (m) 75,5
3 77,57 3,38 (m) 77,9
4 71,11 3,34 (m) 71,8
5 77,35 3,38 (m) 75,0
6’ 62,34 3,86 (M) 64,6
o]
& 2 o &
OH
OH ; Q 7 < OH i
1 HO H-3’,_
H-5"|
|
i b s
_ l H-7
;u'l I H-1' H-6' /]
| H+8 \
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. 1.2 e 6.5 . . 6.4 . 6:(} T S.-I‘r_- -’ _.5..) o 48 o '4.'."“ B -J.-f} o 3.‘6 : 32 . . 2.8 . . .‘.‘J S --‘".-O T
(ppm)

Figura 10. Espectro de RMN d#{ (200 MHz, MeOD) da substancia 4 (cornosideo).
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IV.4.2.3 Identificacdo da substancia 5 (metilmioinositol) e o derivado 5a

A substéancia& foi isolada na forma de uma sélido branco solavel em metanol (pf 214-
217°C). O espectro de RMRH (Figura 13, pagina 30) apresentou sinais ebyjret,5-3,0
ppm compativeis com deslocamentos quimicos de carboidratos e uma metoxjla,2é o

O espectro de RMN’C e DEPT (Figuras 14 e 15, paginas 30 e 31) apresentou seis
sinais correspondentes a CH e um sinal correspondente sac@bs valores foram
comparados com os da literatura (BREITMAIER al.,, 1989) permitindo sugerir que a
substancia 5 seja 0 monossacarideo metilmioinositol (Tabela 4, pagina 29).

Através da andlise dos espectros de RMNHlela substancia (Figura 16, pagina
32) e comparagao com o mesmo derivado acetilado isolatib aeiculata (BARRETOet
al., 1998) (Tabela 5, pagina 31), podemos confirmar a substanuieno sendo o acucar
metilmioinositol. Esta substancia esta sendo identificada pela primeira v@zAemapayeja
anexo A (pagina 54) no final deste capitulo.

A confirmacdo da obtencdo do derivad@a foi verificada pela andalise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massas (CG-MS). Para isso foi necessaric
injetar-se uma aliquota da amostra no CG-MS o qual forneceu os espectros de massas da
substancidba (tr =5,35 min.m/z 345, M, 100%) e os fragmentos m/z 301, 243, 182 e 140
(Figura 17, pagina 32) . Uma proposta de fragmentagcédo encontra-se no esquema 4 (pag. 33).

Tabela 4. Dados de RMNC da substancid (50 MHz, DMSO-d) comparados com a
literatura (BREITMAIER et al., 1989).

C 5 Oc literatura
c (BREITMAIER et al 1989)
1 67,9 67,2
2 80,3 80,1
3 69,9 71,9
4 72,3 72,8
5 69,0 70,4
6 69,8 71,3
OCHs 56,7 56,8
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Tabela 5. Dados de RMNH da substanci®a (200 MHz, CDGJ) comparados com a

literatura (BARRETO, 1994).

H 5a on literatura
OH (BARRETO, 1994)
1 3,66 (dd: 10,48 e 2,96 Hz) 3,40 (dd: 10,6 e 2,7 Hz)
2 5,78(t: 2,8) 5,71 (t: 2,8)
3 5,19 (m) 4,92 (dd: 2,7 e 10,6 Hz)
4 5,61 (t: 5,8 Hz) 5,45 (t: 10,6 Hz)
5 5,26 (t: 9,0 Hz) 5,08 (t: 10,6 Hz)
6 5,35 (t: 10,9 Hz) 5,34 (t: 10,6 Hz)
OCHs 3,37 (s) 3,17 (s)
OCCH; 1,99 (x2); 2,02; 2,04; 2,20 1,97 (x3); 1,96 (x2)
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Figura 17. Cromatograma a gas (CG) e espectro de massas (EM) da substancia 5a.
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IV.5. Atividade bioldgica do latex de Parahancornia amapa (Apocynaceae)

Esta etapa do estudo foi realizada em colaboracdo com pesquisadores do Insituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Manguinhos, Rio de Janeiro.
Foi publicado um trabalho sobre a atividade biolégica de latex desta planta e um outro

foi enviado para publicacao.

1- Efeito do latex no desenvolvimento pés embrionario das larvasChdtgsomya
megacephala. (anexo B, pagina 57)

2- Avaliacdo da atividade inseticida do latex sobre as larvahigsomya putoria.

(aguardando publicagao)

IV.5.1 Material e métodos gerais para 0s ensaios com larvas @drysomya putoria e
Chrysomya megacephala

IV.5.1.1 Animais: estabelecimento e manutencdo das colonias

Colbénias deChrysomya putoria (Wiedeman, 1818) e @arysomyamegacephala
(Fabricius, 1794) foram estabelecidas a partir de larvas e adultos coletados na area do Campus
do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Manguinhos, Rio de Janeiro, e foram criadas e
mantidas pelo Laboratério de transmissores de leishmanioses — Setor de Entomologia Médica
e Forense da mesma instituicéo.

As larvas maduras foram coletadas com auxilio de pingas em carcacas de porcos
domeésticos(Sus scrofg) com aproximadamente 10-15 Kg de massa corporal, que foram
utilizados em estudos de entomologia forense no Campus da Fiocruz, sendo estes animais
sacrificados mecanicamente por traumatismo craniano (estes animais sdo comprados logo
apos a morte, diretamente de criadores que criam estes animais para 0 consumo ha
alimentacdo humana). Estas larvas foram transferidas para recipientes plasticos contendo

vermiculita, tampados com tecido de algoddo preso por elastico e observadas até a
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emergéncia. Apés a emergéncia, os adultos foram sexados e transferidos para gaiolas de
madeira (30 cm x 30 cm x 30cm) revestidas lateralmente por tela de nailon, adotando-se a
relacdo sexual de um macho para cada fémea.

Para as coletas dos adultos nativos foi utilizada uma rede entomoldgica passada varias
vezes sobre as carcacas de porco doméstico. Os adultos obtidos foram transferidos para
gaiolas de madeira semelhantes as descritas anteriormente. No laboratorio receberam
sacarose, agua e carne equina putrefata como fonte de alimentacdo, estimulante e substratc
para postura.

Tanto os adultos provenientes das larvas criadas em laboratério quanto aqueles
coletados diretamente foram criados seguindo a metodologia preconizada por Queiroz e
Milward-de-Azevedo (1991). A nova geracéo foi criado seguindo a mesma metodologia e as
larvas recém-nascidas da segunda geracdo foram usadas nos experiment@ com
megacephal& da quinta geracao para C. putoria.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de transmissores de leishmanioses —

Setor de Entomologia Médica e Forense do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ.

IV.5.1.2 Preparo das solucdes do latex liofilizado

O latex deP. amapa foi diluido em agua destilada para obter as concentracdes de

ensaio. Foram utilizadas 7 (sete) diferentes concentracées (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0, 5,0 e 10 %).

IV.5.1.3 Execucao dos testes

As diferentes concentracfes do latexRleamapa foram aplicadas topicamente em
neolarvas usando grupos de 50 espécimek/léitna). Quatro repeticdes foram realizadas

para cada bioensaio, além de dois grupos de controle (dgua e metanol).

35



Larvas recém-eclodidas foram agrupados em uma placa de Petri forrada com papel de
filtro umedecido com agua destilada, e a substancia foi aplicada topicamente sobre as larvas
usando micropipetas.

Apoés o contato com a solucao, o papel de filtro com as larvas foi transferido para um
recipiente plastico (100 mL) contendo carne bovina putrefata (50,0 g), com uma propor¢ao de
1,0 g de carne para cada larva, para garantir alimento suficiente para o desenvolvimento
maximo e também evitar qualquer tipo de manipulacéo das larvas. Estes recipientes plasticos
(100 mL) foram, entdo, colocados em recipientes maiores (500 mL) contendo vermiculita que
serve como substrato para a fase de pupa e, em seguida, coberta com um tecido de nailon,
presos com elastico de borracha.

Depois de atingir a maturidade, as larvas espontaneamente abandonaram a dieta, estas
larvas foram entdo pesadas individualmente e transferidas para tubos de vidro contendo
vermiculita com cerca de um quarto do seu volume e, os tubos foram fechados com tampdes
de algodéao hidrofobo.

ObservacOes diarias foram feitas até os adultos emergirem. Ap0s a emergéncia, 0s
adultos foram separados por sexo. Os experimentos foram realizados em camaras

climatizadas a temperatura de 27 £ 1 °C e umidade relativa 70 £ 10% UR.

IV.5.1.4 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados por ANOVA<M,05), os valores médios foram
comparados pelo teste de Tukey-Kramer com nivel de signific@r6ja5 e a razdo sexual

foi testada pelo teste do Qui-quadrado (SOKAL E ROHLF, 1979).

36



IV.5.2 Resultados

IV.5a Efeito do latex de Parahancornia amapa (Apocynaceae) no desenvolvimento pos
embrionario das larvas de Chrysomya megacephala

As larvas deC. megacephala tratadas com 3,0% de latefe damapa mostraram um
aumento na duracdo do periodo larval, quando comparado com o grupo controle (4,8 e 4,3
dias, respectivamente). Por outro lado, as larvas tratadas com 1,0% de latex apresentaram uma
menor duracao deste periodo (3,9 dias) e diferiu significativamente do grupo controle (Figura
18, pagina 38).

A duracdo do periodo pupal foi menor para as moscas tratados com latex na
concentracdo de 1,0% e maior para as tratadas a 2,0% (5,0 e 6,0 dias, respectivamente),
diferindo do grupo controle (5,4 dias) e dos demais tratamentos. Estes tratamentos nao
apresentaram diferenca entre si, mas todos eles foram estatisticamente diferentes do grupo
controle (Figura 18 , pagina 38).

O tratamento na concentracdo de 1,0% de latex apresentou a menor duracdo do
periodo de larva a adulto (9,0 dias), e a 2,0 e 3,0% de latex duracdo mais longa para 0 mesmo
periodo (10 dias para ambos os tratamentos). A duragdo do grupo controle foi de 9,4 dias, e

diferiram significativamente de todos os outros tratamentos (Figura 18, pagina 38).
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Figura 18. Duracédo (dias) dos periodos de desenvolvimento de larval, pupal e neolarva a
adulto de Chrysomya megacephala tratadas com diferentes concentracdes de latex.

Em relacdo ao peso das larvas tratados com diferentes concentracfes de latex, os
grupos de larvas tratadas com latex a 1,0% tiveram um menor peso (60,2 mg) que os tratados
com latex a 2,0% foram os mais pesados (76 mg), enquanto que o grupo controle pesava 61

mg (Figura 19, pagina 38).
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Figura 19. O peso (mg) das larvas @hrysomya megacephatapicamente tratados com
diferentes concentracfes de latex.
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As larvas deC. megacephala foram especialmente afetadas quando tratadas com latex
a concentracdo de 3,0%, onde a viabilidade foi baixa nos periodos larvaleslderaa
adulto (65 e 53%, respectivamente), todas as outras concentracdes testadas e o grupo controle
apresentaram viabilidades superior a 65% para todos os periodos (larval, pupal e neolarva a
adulto). O tratamento com latex a 0,5% apresentou a maior viabilidade, para todos os periodos
observados (Figura 20, pagina 39), porém algumas larvas puparam no meio (carne equina)

utilizado para produzir as larvas.
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Figura 20. Viabilidade (%) dos periodos de desenvolvimento das larvas, pupaeelalva
a adultode Chrysomya megacephatapicamente tratados com diferentes concentracdes de
latex.

Neste ensaio, todos os periodos de desenvolvimkemi@,(pupa aeolarvaa adulto)
foram menores (em dias) para o grupo das larvas tratado com latex a 1,0%, e estas larvas
também pesaram menos.

Os resultados mostraram g@e amapa altera o desenvolvimento C. megacephala em

elevadas concentracdes e podem influenciar a pupag&o na concentragcdo mais baixa.

39



IV.5b Avaliacao da atividade inseticida do latex de Parahancornia amapa (Apocynaceae)
sobre as larvas de Chrysomya putoria

Os grupos tratados utilizando o latex na concentracdo de 5,0 % apresentaram as
menores viabilidades para todos os periodos de desenvolvimento (larval, pupal e neolarva a
adulto), sendo 66,0% para o periodo larval e 58,5% para o periodo de neolarva a adulto, ja o
periodo pupal para o grupo testado com latex a 10% alcancou viabilidade de 86,2 % (Figura

21, pagina 40).
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Figura 21: Viabilidade (%) dos periodos de desenvolvimentolaass, pupas e deeolarva
aadulto de Chrysomya putoria tratadas com diferentes concentracfes de latex.

Quanto ao tempo decorrido nos periodos pds-embrionarios (pupal, larval, neolarva a
adulto) em comparacdo com o controle metanol, o latex a 10% reduziu todos os periodos
observados, enquanto a concentragdo do latex a 5% causou o prolongamento do periodo pupal

(Figura 22, pagina 41).
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Figura 22: Periodos de desenvolvimento (dias) para larvas, pupas e de neolarva a adulto de
Chrysomya putoria tratadas com diferentes concentracdes de latex.

O tempo decorrido a partir de neolarvas a adultos e sua viabilidade parecem ser 0s
parametros mais eficazes para avaliar a eficicia de substancias, pois evita distorgdes entre 0s
periodos de larva e pupa (D'ALMEIDét al., 2001). Cabradt al. (2007a, 2007b) testaram a
eficacia de yangambina extraido @eotea duckei Vattimo (Lauraceae) sobre ovoLde
putoria. Os periodos de ovo para adulto e de neolarvas a adultos pareceram ser
particularmente sensiveis a essa lignana, com um tempo de desenvolvimento mais longo do
gue o grupo de controle.

Santos & Moya-Borja (1997) consideram que, quando a quantidade de nutrientes
disponiveis ndo € suficiente ou a competicdo entre as larvas é muito elevada, larvas de
dipteros geralmente deixam a dieta a procura de outra fonte de alimento. As vezes, as larvas
podem ficar um longo periodo na dieta para compensar a baixa qualidade ou quantidade de
nutrientes.

Neste experimento, o periodo larval dos tratamentos com latex (5,0 e 10 %) foi menor
do que para os controles (Agua e metanol), o grupo tratado com latex a 10% apresentou larvas

mais pesadas do que o controle (agua), demonstrando que o latex havia acelerado o
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metabolismo larval, ou seja as larvas se alimentaram mais rapido, atingindo logo o peso
necessario e abandonaram a dieta para pupar. O que pode ser verificado se observarmos que
viabilidade larval e pupal nesta concentracdo (10%) foi bastante elevada (Figura 21, pagina
40).

Mendonceet al. (2011) avaliaram os efeitos do latexPdemapa enC. megacephala
(Fabricius, 1794) (Diptera: Calliphoridae) e relataram que muitas larvas estavam pupando no
interior da carne. Este resultado ndo foi observado no presente ensaio, onde, para ambos 0S
tratamentos, quase todas as larvas abandonaram a carne a procura de um substrato para pup:
e completar o seu desenvolvimento.

O peso das larvas do grupo tratadas na concentracdo a 5% de latex foi o mais leve
(46,70 mg) e nao diferiram significativamente do grupo controle (agua): o grupo tratado com
latex a 10% foi o mais pesado, diferindo significativamente do grupo controle metanol
(Figura 23, pagina 42).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na proporcdo entre 0s sexos em

todos os tratamentos e grupos controle (proporcao de 1:1).
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Figura 23. Peso das larvas (mg) @arysomya putoria tratadas com diferentes concentragdes
de latex.
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IV.5.2 Eficiéncia carrapaticida do latex deParahancornia amapaApocynaceae) contra
Rhipicephalus(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Acari:Ixodidae)
Esta parte do estudo foi feita em colaboracdo com pesquisadores da Universidade Federal de

Lavras (UFLA), Departamento de Medicina Veterinaria, Lavras, Minas Gerais.

IV.5.2.1 Procedéncia do Rhipicephalus (Boophilusjyicroplus

A coleta das fémeas ingurgitadas (teledginas) e antes da alimentacao (partendginas)
foi feita de forma manual em diferentes animais infestados, naturalmente alocados em
fazendas do sul de Minas Gerais. Os parasitas foram armazenados em uma pequena caixa de
papeldo vedada com algoddo e trazidos ao Laboratério de Biologia Parasitaria (BIOPAR)

localizado na Universidade Federal de Lavras-Lavras-MG.

IV.5.2.2 Preparo das solu¢des do latex

O latex liofilizado deParahancornia amapa (Apocynaceae) foi diluido em agua

destilada para obtencao de 3 (trés) concentracdes diferentes (1,0, 2,0 e 3,0%).

IV.5.2.3 Execucao do testes (Controle in vitro de Rhipicephalus (Boophilus)croplug

Os ensaios com as fémeasRI@B.) microplusforam conduzidos utilizando-se o latex
deP. amapa (Apocynaceae) diluido em agua destilada em 3 concentracdes diferentes (1,0, 2,0
e 3,0%), além de um grupo controle negativo, que foi tratado somente com agua destilada.
Para cada tratamento foram separadas 12 fémeas, tanto partendégenas quanto teledégenas n
mesma proporcdo, e estas foram mantidas imersas durante 5 minutos no extrato com a

concentracdo correspondente ao grupo. Decorrido o tempo, 0 excesso de extrato foi retirado
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secando-se os exemplares de carrapatos e os mesmos foram colocados em vidros que foran
vedados com gaze e o auxilio de fita adesiva. O mesmo procedimento foi feito com o grupo
controle.

Os vidros contendo os parasitas foram colocados em local escuro a temperatura e
umidade ambiente.

Apo6s 17 dias foi realizada a pesagem dos ovos de cada grupo em balanca de precisao
analitica, fazendo a conversdo dos valores para a eficacia das diferentes concentracdes do

latex de P. amapa, sabendo-se que no grupo controle temos 0% (zero) de eficacia.

IV.5.2.4 Resultados

Nos resultados obtidos, o grupo tratado com latex a 3% obteve menor peso de ovos,
portanto a maior eficiéncia (45%), jA que consideramos para o grupo controle 0% (zero) de

eficiéncia (Tabela 6, pagina 44).

Tabela 6.Peso e eficiéncia do extrato Barahancornia amapa em diferentes concentracdes
sobre o Rhipicephalus (Boophilusjcroplus

TRATAMENTO PESO POSTURA (g) EFICIENCIA
Controle* 0.6465 0%
Latex de P. amapa 1% 0.6294 2.65%
Latex de P. amapa 2% 0.6933 0%
Latex de P. amapa 3% 0.3551 45.08%

*O grupo controle foi considerado como tendo 0% de eficiéncia

No presente ensaio a menor eficiéncia de um tratamento com relacdo ao controle foi
observada para o grupo testado na concentracao de latex a 2%, esse grupo alcancou o0 maiol

peso final dos ovos (em gramas), o que foi considerado como eficiéncia zero.

44



IV.5.2.5 Conclusao

Os resultados obtidos mostram uma alteragcdo na postura dos droBdephilus)
microplus(carrapato) em todas as concentragfes de latex da P. amapa utilizadas.

A avaliacéo de todas as etapas do desenvolvimento deste parasita possibilitaram uma
andlise mais precisa da influéncia do latex no seu ciclo de vida. A realizacdo de estudos
complementares podem acrescentar informacgdes importantes para a potencializacdo do efeito
carrapaticida encontrado na latex e amapatrazendo possibilidades inovadoras para o

controle do R. (Boophilushicroplus
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IV.6. Perfil metabolémico do latex de Parahancornia amapa.

A andlise do metaboloma ou metaboldémica (metabolémica), termo que comegou a ser
utilizado nos anos 90 é o estudo cientifico que visa identificar e/ou quantificar o conjunto de
metabolitos intra e extracelulares (0 metaboloma) produzidos e/ou modificados por um
organismo. O metaboloma representa o conjunto de todos os metabdlitos em uma célula,
fluido biolégico, tecido ou organismo, sendo estas substancias consideradas como os produtos
finais dos processos celulares (VILLAS-BOAS & GOMBERT, 2006). Como na préatica néo é
possivel detectar todos os metabdlitos pelos métodos analiticos existentes, utiliza-se uma
abordagem experimental que permite analisar um grupo de metabdlitos de interesse. Para isto
pode-se fazer uma analise dirigida ou o estudo do perfil metabolémico.

O estudo do perfil metaboldmico tem por objetivo a analise do maior nimero de
metabdlitos produzidos pela célula através de uma ou da combinacdo de varias técnicas
analiticas. Entre elas, estdo a espectroscopia de RMN (1D e 2D), Espectrometria de Massas,
Cromatografia Liquida de Alta Press&@o (CLAE) e Gasosa (CG) (VILLAS-B&AS, 2004;
OLDIGES & TAKORS, 2005).

No nosso estudo foi possivel fazer um perfil metabolémico do latéX. denapa
utilizado nos testes biolégicos, através da andlise dos espectros de RMNedéC da
particio MeOH (metanol) e CHQ(cloroformio) e comparacdo com os metabdlitos especiais

identificados nas diferentes partes desta planta.

O espectro de RMN diH (Figura 24, pagina 47) do extrato CH@presentou uma

rigueza de sinais em:

¢ 0: 0,79-1,39(s) (m), caracteristicos de grupos metila de terpenos (lypeel
- amirina 1 e 2);

¢ & 1,68(s), metila ligada a carbono®sgaracteristico de esqueleto lupano
(lupeol,1);
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¢ 0. 2,03 (m); 2,47(m); 3,97(m); 4,47(m), caracteristico de ésteres de triterpenos;
¢ 0. 4,56-4,66(s), hidrogénios caracteristicos de esqueleto lupano (lupeol,1);

¢ 0. 5,13-5,18(m), caracteristico dos triperpeaas3- amirina @ e 3).

O espectro de RMN d¥C (Figura 25, 26 e 27, pagina 48 e 49) do extrato GHCI
apresentou uma riqueza de sinais em:
¢ 0:,170-180ppm, caracteristicos de grupos carbonila conjugada.

¢ O: 130-160ppm, carbonos quaternarios caracteristicos de triterpenos
pentaciclicos das séries lupano, ursano e oleanano;

¢ O 110ppm (CH), caracteristico de esqueleto de lupeol;

¢ O: 14-18ppm (CH), sinais das metilas (24, 25, 26, 27, 28, 29)
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Figura 24. Espectro de RMNH (500 MHz, CDCJ)- identificacdo dos metabdlitos na
particdo CHG.
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Figura 25. Espectro de RMN DEPTQ (500 MHz, CQElidentificacdo dos metabdlitos na
particdo CHG.
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Figura 26. Espectro de RMN DEPTQ (500 MHz, CRElidentificacdo dos metabdlitos na
particdo CHG.
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AMOSTRA: LAC (DEPT Q) - SO0MHZ
SOLVENTE: CDCL3
JPERADOR DO NMR - MAURICIO
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Figura 27. Espectro de RMN DEPTQ (500 MHz, CQElidentificacdo dos metabdlitos na
particdo CHG.

O espectro de RMN diH (Figura 28, pagina 50) do extrato MeOH apresentou uma

riqueza de sinais em:

¢ 0. 2,10(s), atribuido ao H-7 do cornosideo;

¢ 0. 3,0-4,4(s) (m), caracteristicos de agucar (cornosideo);

¢ 0. 3,46 (s), sinal caracteristico de metoxila (metil-mioinositol);

¢ 0. 5,0-6,0 (sinais fracos), atribuidos ao acucar metil-mioinositol;

¢ O 6,20 e 7,10(s), caracteristico de sisterpssubstituido (AA'BB’)
(cornosideo).
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Figura 28. Espectro de RMNH (500 MHz, CROD). identificacdo dos metabdlitos na
particdo MeOH.

O espectro de RMN d€C (Figura 29 e 30, pagina 51) do extrato MeOH apresentou

uma riqueza de sinais em:

¢ O 186 (C), carbonila (cornosideo);

<

<&

<&

<

O.: 155 e 126 (CH), caracteristicos de sistema p-substituido (cornosideo);
dc: 110, carbono anomérico caracteristico de acgucar;
O 70 - 80 (CH), sinais caracteristicos de acgucar (cornosideo);

O 60 - 70, (CH), atribuidos ao acucar metil-mioinositol;

¢ O 56 (OCH), confirmando o sinal da metoxila do agucar metil-mioinositol.

O perfil metabolénico do latex indica que os triterpenos pentaciclicos, seus ésteres e a
dienona (cornosideo) provavelmente sdo o0s responsaveis pelas atividades biolégicas e

demostra ainda que existe uma maior concentracao dos ésteres de acil lupeol e do cornosidec

no latex de P. amapa.
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Figura 29. Espectro de RMN DEPTQ (500 MHz, ¢ID)- identificacdo dos metabdlitos na
particdo MeOH.
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IV.7 Artigos publicados com o estudo do latex de P. amapa

Ao longo deste estudo foram publicados dois artigos nos anos de 2008 (CARVALHO
et al, 2008) e 2011 (MENDONCAt al, 2011);um terceiro em 2012CAETANO et al.,
2012) foi submetido para publicacdo. Existe ainda a expectativa da publicacdo de outros
artigos, visto que ainda existem dados referentes a alguns testes biologicos que ainda estdo

sendo analisados.

Os artigos publicados foram:

1- CARVALHO, M. G. de; ALBUQUERQUE, L. R. M.; ALVES, CC. F.; CASCON, V.
Cornoside and other constituents from the lateXPafahancornia amapaHub.) Ducke
(Apocynaceae) a medicinal plant in Northern Brazil. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v.
18, p. 667-669, Dez. 2008.

2- MENDONCA, P. M.; LIMA, M. G.; ALBUQUERQUE, L. R. M.CARVALHO, M. G,;
QUEIROZ, M. M. Effects of latex from "Amapazeir@arahancornia amapa (Apocynaceae)

on blowfly Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae) post-embryonic development.
Veterinary Parasitologyv.178, p. 379-382, 2011.

3- CAETANO, R. L.;MENDONCGCA, P. M.; LIMA, M. G.; PINTO, Z. T.; ALBUQUERUE,

L. R. M.; RIBEIRO, T.; CARVALHO, M. G.; QUEIROZ, M. M.;The Effect of Latex from
Parahancornia amapa(Apocynaceae) and a Biflavonoid frorhuxemburgia nobilis
(Ochnaceae) oiChrysomya putoria (Calliphoridae). Medical and Veterinary Entomology
(2012)

Um copia dos artigos segue em anexo no final deste capitulo (Anexos A a B).
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ANEXOS

Anexo A. Cornoside and other constituents from the latexacdl®ancornia amapa (Hub.)
Ducke (Apocynaceae) a medicinal plant in Northern Brazil...............cccccoovvvvviiiveiinnnns 54.

Anexo B. Effects of latex from "Amapazeiro” Parahancornia amapa (Apocynaceae) on
blowfly Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae) post-embryonic development... 57
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Anexo A

Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy
18 (Supl.): 667-669, Dez. 2008
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Cornoside and other constituents from the latex of Parahancornia
amapa (Hub.) Ducke (Apocynaceae) a medicinal plant in Northern
Brazil

Artigo

Mdvrio G. de Carvalho,™' Luis A. de Albuquerque,’ Cdssia C. F. Alves,’ Vera Cascon’

'Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatus, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 465,
Km. 7, 23890-000 Seropédica-RJ, Brazil,
‘Fundacdao CINERJ, Rua Visconde de Niteroi, 1364, Mangueira, 20943-001 Rio de Janeiro-RJ, Brazil

RESUMO: “Cornosideo e outros constituintes do latex de Parahancornia amapa (Hub.)
Ducke (Apocynaceae) uma planta medicinal no Norte do Brasil”. O latex de Parahancornia
amapa, popularmente conhecido como “leite do amapa” foi extraido com hexano, diclorometano
e metanol. As fragdes obtidas com hexano e diclorometano forneceram misturas de 3-QO-acil-
lupeol e triterpenos confirmando resultados de estudos ja realizados. No extrato metanolico
identificou-se uma grande quantidade de mistura de carboidratos, metilmioinositol ¢ derivados
de feniletanodides tendo como principal constituinte o cornosideo. Estes constituintes foram
identificados através da analise de espectros de IV, RMN 'H ¢ “C ¢ CG-EM das fragdes ¢ do
derivado acetilado do cornosideo e do metilmioinositol.

Unitermos: Parahancornia amapa, amapa, feniletandides, carboidralos, cornosideo, ésteres de
lupeol.

ABSTRACT: Lalex of Parahancornia amapa which is known as “amapa milk” in folk medicine
was extracted with hexane, dichloromethane and methanol. From the hexane and dichloromethane
were identified mixtures of 3-O-acyl lupeol eslers such as identified previously. In the methanol
extract, a large amount of carbohydrales, the phenylethanoid glucoside known as cornoside,
other phenylethanoids derivatives and methylmyoinositol were identified. The analysis of IR,
NMR and GC-LRMS of the natural compounds and tetra-acetylcornoside and comparison with
literature data were used to identify the compounds.

Keywords: Parahancornia amapa, amapd, phenylethanoids, carbohydrates, cornoside, lupcol

esters.
INTRODUCTION amapa. The presence of phenyletanoid glycoside and
acyl lupeol esters in Parahancornia reveal biochemical
Parahancornia  amapa  (lluber)  Dicke metabolism different from Himatanthus (Barreto et al.,

(Apocynaceae) is a tree which occurs in the State of
Amapi in the Brazilian Amazon region. It is commonly
called “amapa milk”, its latex is used in scars and bruiscs
as plaster treatment, it is also mixed with honcy, in cqual
quantitics, to be used as a drink for treatment of asthma,
bronchitis and physical weakness (Van den Berg, 1982).
In the previous phytochemical study of this specie
we reported the presence of sitosterol, stigmasterol,
sitosterone, friedelin, lupeol, B-amyrin, o-amyrin, their
acetyl derivatives, besides 3B-O-acyl lupeol esters in
bark, latex and roots of this plant (Carvalho et al., 2001;
Sobrinho et al., 1991). These pentacyclic triterpenes, its
acyl derivatives and the mixtures of four n-acyl-lupeol,
four 3B-hydroxy-n-acyl lupeol and two B,8-dihydroxy-
n-acyl-lupcol were identified in the non-polar fractions
of the latex from P amapa (Sobrinho ct al., 1991). In
this paper we describe an additional study directing the
identification of polar constituents in the latex from £.

* F-mail: mgeraldo@ufrri.hr

1998; Veloso et al., 1999; Abdel-Kader etal., 1997; Silva
et al., 1998), Plumeria (Adam et al., 1979; [lamburger
et al., 1991; Coppen & Cobb, 1983; Kardono et al.,
1990) and Allamanda (Coppen & Cobb, 1983; Abdel-
Kader et al., 1997) that have been identified as source
of iridoids. On the other hand, it is in agrecement with
Jensen ct al (2005) that cornoside often substitutes
iridoid glucosides in plants where these are expected to
be present. Considering that these kinds of compounds
have been found in important herbal medicine (leshima
et al., 1996), these phenylethanoids and inositol can be
the active compounds in the used polar fraction from
the latex of £ amapa called as “amapa milk” by the
folk medicine. An additional consideration is that the
unadvised people substitute the latex from P. amapa
with the one from Hmatanthus that has iridoids and
sugars as polar compounds in its latex (Barrcto et al.,

1998).
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Mario G. de Carvalho, Luis A. de Albuquerque, Cassia C. F. Alves, Vera Cascon

MATERIAL AND METHODS
General procedures

Melting points have not been corrccted. IR
spectra were recorded on a Perkin-Elmer 1605 FT-
1T spectrophotometer. 'H (200.0 MHz) and *C (50.3
MHz) NMR spectra were recorded on a Briiker AC 200
spectrometer using DMSO-d,, D,COD or CDCI, with
TMS as internal standard. Electron lonization Mass
Spectra (LREI-MS) were taken with Gas Chromatograph
coupled to a Mass Spectrometer (GC-MS) on a
Varian Saturn 2000 using ion trap and 70 e¢V. Column
chromatography with silica gel (Vetec and Aldrich
0.05-0.20 mm) and Sephadex LH-20 (Sigma, USA);
for preparative TLC was used silica gel F254 G (Vetec),
and silica gel TLC plates w/UV254, aluminum backed
(Sorbent) were used to analyze the fractions collected
from column chromatography (CC) with visualization
under UV (254 and 366 nm), Lieberman-Burchard and/
or Godin reagents or exposure to iodine vapor.

Plant material

The used material was collected from one
specimen identified by the botanist Benedito Vitor
Rabello in State of Amapa, Brazil. The voucher specimen
(n° 07231) is deposited at the Herbario Amapaense
(HAMAB) of the Divisio de Botanica do Museu Angelo
Moreira da Costa Lima, Instituto de Estudos e Pesquisas
do Amapa (IEPA), Macapa-AP, Brazil.

Extraction

The dried latex (100.0 g) was extracted by
maceration three times with hexane, dichloromethane and
with methanol at room temperature. The solutions were
obtained by filtration and the solvents were removed by
distillation under vacuum to afford the residues PALAH
(37.5 g), PALAD (30.0 g) and PALAM (25.0 g).

RESULTS AND DISCUSSION

The analysis of PALAH and PALAD by 'H and
“C NMR spectra and TLC plate revealed the presence of
amixture of pentacyclic triterpenes (o.-amyrin, -amyrin
and lupeol), those acetyl derivatives and a complex
mixture of acyl-lupeol esters identified previously
(Carvalho et al., 2001; Sobrinho et al., 1991). The
residue PALAM (15.0 g) was dissolved in methanol and
submitted to Sephadex LH-20 column chromatography,
eluted with methanol, to yield 40 fractions. The 'H and
13C NMR spectra of fractions 18-21 (50.0 mg) collected
from this column showed signals of glycopyranoside (1,
identified in the fractions 22-24) together with signals
compatible with other phenylethanoid derivatives such
as 1b, 2, 2a, and 3. The GC-MS analysis of this group
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of fractions afforded a chromatogram whose analysis
of each corresponding mass spectrum  considering
the main pcaks let us to identify 1b [4-hydroxy-4-(2-
hydroxyethyl)-2,5-cyclohexadien-1-one; Rt: 4.36 min;
m/z(%): 154 (100, M*), 135 (30), 123 (25), 108 (20),
certainly yielded from 1]; 2 [ethanol-2-(ciclohexyl-1-
hydroxy-5-methoxy-2-en-4-one; Rt: 2,33 min; m/z (%):
186 (2, M"), 155 (20), 137 (34), 112 (31), 110 (33), 82
(100)] and 3 [4-hydroxyphenylethanol (tyrosol): Rt:
2.43 min; m/z (%): 138 (40, M™), 121 (17), 107 (100),
94 (5), 77 (33)]. The absence of corresponding peak
of 2a let us to propose to be a derivative from 2. The
fraction 22-24 (gum, 2.0 g) was examined by IR, NMR
spectra, including 2D-NMR experiments, besides mass
spectrum and comparison with literature data (Khan et
al., 1992) let to identify the quinol glucoside 1, known
as cornoside (Jiménez and Riguera, 1994). 1 (50.0 mg)
was treated with acetic anhydride and pyridine (1:1) at
room temperature overnight, following usual work-up
and filtration through a silica gel column, yielded the
tetra-acetyl derivative la [m.p. 219-220 °C, 40.0 mg);
'H NMR (CDCl,, 200 MHz): 6.8 (d, 8.0 Hz, H-3,5), 6.2
(d, 8.0Hz, H-2,6), 4.9-5.2 (m, 2°,3°,4"), 4.60 (d, 8Hz,
H-1")4.0-4.3 (m, H-6"), 3,6 (m, H-5"); "C NMR (CDCl,,
50.3 MIlz): 188.0 (C-1), 169.3-169.5 (OCOCII,), 1478
(CH-3.5), 128.6 (CH-2,6), 100.3 (CH-1"), 72.7 (CH-3"),
71.8 (CH-57), 71.1 (CH-2"), 68.4 (CH-4"), 63.9 (CH,-
8), 61.9 (C-4). 61.7 (CH,-6"), 39.0 (CH,-7), 24.1-24.7
(OCOCH,)]. The analysis of 'H and *C NMR spectra of
a solid material (300.00 mg), obtained from the fractions
27-31, revealed the presence of carbohydrate (4). 30.0
mg of 4 was acctylated by the same methodology used
for 1 to obtain the derivative 4a. The analysis of IR and
NMR spectra ot 4a, besides comparison with the same
penta-acetyl derivative of carbohydrate isolated from
Himatanthus articulata (Barreto et al., 1998) and from

HO
R
1: R=gluc, R;=H
1a: Ry=H, R=gluc-(Ac)4
1b: R=R;=H OH
2a: R=OCH3
2: R=H, R1= OCH3,2,3-dihydro 3: R=H
OR s
OCH;
R 4: R=H
RO 0 4a: R=A
RO T

RO

Figure 1. Chemical constituents from Parahancornia amapa.
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Ouratea hexasperma (Moreira et al., 1999), let us to
identify 4 as methyl-myoinositol (mp 214-217 °C). The
C NMR spectrum of the remaing fractions was analyzed
and revealed the presence of carbohydrates mixture.
This is the first record, in Apocynacae, ot 1-3 which
are widespread in families such as Cornacae, Oleacae,
and Scrophulariacae (Kenichiro, 2005), Plantaginaceae
(Jesen et al., 2005) and Bignoniaceae (Teshima et al.,
1996) (Figurc 1).
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Nowadays, insect control is usually carried out using chemical insecticides, but insect
resistance and other negative side effects have prompted the search for alternatives. Biopes-
ticides provide a positive alternative to synthetic pesticides because they have low impact
on the environmental, low toxicity to humans and low costs among other advantages. This
research was carried out to evaluate the activity of Parahancornia amapa (Huber) Ducke
(Apocynaceae) lyophilized latex on the post embryonic development of Chrysomya mega-

f:fgords" cephala (F.) (Diptera: Calliphoridae). Larvae treated with 1.0% latex showed a shorter post
Diptera embryonic development period (larval, pupal and newly hatched larvae to adult); whereas
Apocynaceae larvae treated with 3.0% latex provoked a prolongation of these periods. Viability (53%) was

also very low at the newly hatched larvae to adult period for larvae treated with 3.0% latex,
indicating that latex from P. amapa at high concentrations could change C. megacephala

Chrysomya megacephala
Biological control

post embryonic development.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The Chrysomya species are the primary invertebrate
consumers of decomposing organic matter (Braack, 1986).
The blowfly can survive in different habitats, since they are
ecologically diverse. The larvae of these flies are able to
develop invarious substrates, such as decomposing organic
matter, feces, garbage and copses (Guimardes et al., 1978;
Queiroz et al., 1999).

Chrysomya megacephala (F.) (Diptera: Calliphoridae),
known as the Oriental latrine blowfly, was introduced
into southern Brazil in the 1970s and nowadays is found

* Corresponding author. Tel.: +55 21 2562 1846; fax: +55 21 2562 1846.
E-mail address: palomamm@ioc.fiocruz.br (P.M. Mendonga).

0304-4017/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.vetpar.2011.01.002

throughout the entire continent (Greenberg, 1988; Wells,
1991). This fly has great importance to humans and ani-
mals, because larva causes myiasis and adult acts as a
physical carrier of pathogens, such as enteroviruses, enter-
obacteria, protozoan cysts and oocysts, helminths and fungi
(Greenberg, 1971, 1973).

Chemical insecticides used for insect control are espe-
cially dangerous in urban areas since these products can
affect man and others animals, pollute the air, water and
even enter the food chain. So along with the appearance of
insect resistance and other negative side effects, the search
for alternative forms of cantrol has become important.

Efforts are continuously being made to find alternative
substances for insect control in order to decrease the use of
chemical insecticides. Biopesticides provide an alternative
to synthetic pesticides because they have low impact on
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Fig. 1. Duration (day) of larval, pupal and newly hatched larvae to adults development period of Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae) topically
treated with different concentrations of latex extracted from Parahancornia amapa (Apocinaceae). *Significative different from control group.

the environmental, low toxicity to humans, low costs as
well as other advantages (Liu et al., 2000).

According to Feinstein (1952), approximately 2000
species of plants representing more than 170 fami-
lies are said to have insecticidal properties. Plants from
the family Apocynaceae are widely used as medicinal
plants and as insecticides. Mathew et al. (2009) tested
Saraca indica (Fabales: Caesalpiniaceae), Clitoria ternates
(Fabales: Fabaceae) and Nyctanthes arbor-tristis (Fabales:
Oleaceae) against the mosquito vectors (Diptera: Culici-
dae) of malaria, lymphatic filariasis and dengue at India
(Anopheles stephensi, Culex quinquefasciatus and Aedes
aegypti,respectively)and tests resulted in the identification
of the potential plant extracts for mosquito larval control.

Parahancornia amapa (Huber) Ducke is a tree found in
the Brazilian Amazon, especially in Amapa state. It is known
as“amapa” or “amapazeiro” and the bark and latex are used
by the natives as a tonic, anti-syphilitic medicine and to
treat digestive diseases (Sobrinho et al., 1991; Monteles
and Pinheiro, 2007). Natives also reported its use as an
insect repellent. This research evaluates the activity of P.
amapa lyophilized latex on the post embryonic develop-
ment of C. megacephala.

2. Materials and methods

The Oswaldo Cruz Institute in the state of Rio de Janeiro
rears and maintains colonies of C. megacephala following
the methodology described by Queiroz and Milward-de-
Azevedo (1991). The cultures used here were kept in cages
at room temperature and were supplied ad libitum with
water and sugar. Protein in the form of equine meat was
given to stimulate oviposition; and the insects readily
oviposited on this medium. The new generation was reared
following the same methodology and newly hatched larvae
from the second laboratory-hatched generation were used
in the experiments.

The latex from P. amapa was collected from the speci-
men identified by Benedito Vitor Rabelo (IEPA) in Amapa

state; deposited example (N° 07231) in the Herbario Ama-
paense (HAMAB). The lyophilized latex from P. amapa was
diluted in distilled water to obtain the test concentrations.
Five different concentrations (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and 3.0%)
were used and a control group treated with distilled water.

Latex was applied topically to newly hatched larva bod-
ies using groups of 50 insects (1 pL/larva). The bioassays
were performed in triplicate. Newly hatched larvae were
grouped in a Petri dish, covered with absorbing paper
moistened with destilled water and the latex was applied
using micropipettes on the larvae for 5min. After treat-
ment, the paper with the larvae were transferred and
placed onto equine putrefied meat (50 g), with a proportion
of 1 g of meat for each larva, to guarantee enough food for
maximum development. After reaching maturity, the lar-
vae spontaneously abandoned the diet and were collected.
These larvae were individually weighed and transferred to
glass tubes containing vermiculite to one-fourth of their
volume and covered with cotton plugs. Daily observations
were made until the adults emerged. After emergence, the
adults were separated by gender.

The experiments were maintained in acclimatized
chambers set at 27°C+1°C and 70+ 10% RH. The results
were analyzed by ANOVA (P < 0.05), the mean values were
compared by the Tukey-Kramer test at the 0.05 signifi-
cance level and the sex ratio was tested by chi-square (Sokal
and Rohlf, 1979).

3. Results

In this study, C. megacephala treated with 3.0% latex
showed an increase in the larval period duration when
compared to control group (4.8 and 4.3 days, respectively).
On the other hand, larvae treated with 1.0% latex showed a
shorter duration of this period (3.9 days) and differed sig-
nificantly from control group (Fig. 1). Duration of the pupal
period was also shorter for flies treated with 1.0% latex and
longer in 2.0% latex (5.0 and 6.0 days, respectively), dif-
fering from control group (5.4 days) and from the other
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Fig. 2. Larval weightl (mg) of Chrysomya megucephala (Diplera: Calliphoridae) topically trealed wilh different concentrations of latex extracted [rom

Parahancornia amapa (Apocinaceae). *Significative different from control group.

treatments. These treatments showed no difference among
themselves, but all of them were statistically different from
control group (Fig. 1). 1.0% latex showed the shortest dura-
tion from the newly hatched larvae to the adult period (9.0
days) and 2.0 and 3.0% latex the longest duration for this
period (10.0 days for both treatments). Duration of control
group was 9.4 days and differed significantly from all the
other treatments (Fig. 1).

Fig. 2 shows the results of the weights of the different
groups. Larvae from the 1.0% latex group were the light-
est (60.2mg) and from 2.0% latex they were the heaviest
(76 mg), while the control group weighed 61 mg.

C. megacephala were specially affected by 3.0% latex
where viability was low at the larvae and newly hatched
larvae to adult periods (65 and 53%, respectively), while all
other treatments and the control group showed viabilities
higher than 60% (Fig. 3). 0.5% latex showed the highest via-
bility, for all periods observed, but larvae pupated in the
medium (equine meat) used to breed the larvae (Fig. 3).
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0.5%latex 1.0%latex

In this research, all development periods (larval, pupal
and newly hatched larvae to adult) were shorter for larvae
from the 1.0% latex group and also they weighed less than
the other latex concentrations.

4. Discussion

According to d’Almeida et al. (2001), duration and via-
bility from the newly hatched larvae to the adult period
seem to be the most efficient parameter to evaluate the
substance efficacy, because it prevents distortions between
the larval and pupal periods. These periods are strongly
influenced by abiotic factors such as temperature, humidity
and photoperiod. el-Shazly et al. (1996) tested the effect of
an ethanolic extract of leaves from Nerium oleander (Apoc-
ynaceae) against Muscina stabulans (Diptera: Muscidae).
This extract delayed larval and pupal duration, suppressed
oviposition and decreased adult longevity of survivors,
affecting directly on endocrine system of the insects. In

1.5%latex 2.0%latex 3.0%latex

O Newly hatched larvae to adults

Fig. 3. Viabilities (%) of larval, pupal and newly hatched larvae to adults development period of Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae) topically
treated with different concentrations of latex extracted from Parahancornia amapa (Apocinaceae).
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this study, 0.5% latex showed viabilities higher than con-
trol group for all development periods observed. The larvae
did not leave the medium, they pupate inside the equine
meat what avoid the effect of the natural loss occurred dur-
ing this important process. Under natural conditions, larvae
that did not leave the carcass are more susceptible to the
effects of predators and parasitoids (Vinson and Iwantsch,
1980) and this effect of the latex from P. amapa should be
better investigated.

Dipterous larvae usually leave the diet when the quan-
tity of nutrients available is not enough or the competition
among larvae is very high. In some cases, larvae stay a
longer time on the diet to compensate the low quality or
quantity of nutrients (Santos and Borja, 1997). Some sub-
stances can alter the insect’s endocrine system, by acting
directly on growth control and developmentor on hormone
production (Cabral et al, 1999). According to Miyazawa
et al. (1994), licarin A, a substance extracted from plants,
interferes directly with fruit fly Drosophila melanogaster
(Diptera: Drosophilidae) development period.

Some necrophagous diptera are better adapted to
pupate even when they have the final weight below the
average previously estimated for the other species. Accord-
ing to Von Zuben (1998), the minimum weight necessary
for C. megacephala to become a pupa is 30.1 mg. All pupae
from this research weighed more than the minimum and
this explains the high pupal viability found in all treat-
ments.

Results found in this research are in agreement with
other authors who have studied the effects of products
extracted from plants against the post-embryonic devel-
opment of muscoids diptera (Peckia (Peckia) chrysostoma
(Diptera: Sarcophagidae) and C. megacephala) (Cabral et al.,
2007a,b). These same authors also found alterations in the
life cycle, development period viabilities and morphologi-
cal alterations, mainly at the higher concentrations, similar
to our findings.

In conclusion, an effort has been made to evaluate
the role of plant latex in fly control. The results showed
that P. amapa alters C. megacephala development at high
concentrations and could influence the pupation at lower
concentration. This then opens up the possibility for fur-
ther investigations using extracts with different solvents
and even the pure substance. Some tests in this sense are
already in progress.
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CAPITULO V

CONTRIBUICAO AO ESTUDO FITOQUIMICO DE OURATEA
MICRODONTA (OCHNACEAE)
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V.1 Revisao de literatura

A familia Ochnaceaecompreende 27 géneros e cerca de 600 espécies, com
distribuicdo pantropical (AMARAL, 1991 apud SALVADOR® al., 2010). No Brasil foram
catalogados cerca de 13 géneros e aproximadamente 120 espécies (SOUZA & LORENZI,
2005) As plantas desta familia sdo essencialmente a®om arbustivas, menos
frequentemente herbace&a(vagesia)Alem disso, a familia Ochnaceae é caracterizada por
apresentar folhas simples, alternas, com estipulas; flores pentameras, dialipétalas,
dialissépalas, andréginas, hipdginas; pedicelos articulados; anteras poricidas ou rimosas,
estaminodios presentes ou ndo; gineceu sincarpico; sementes com ou sem albume (SOUZA &
LORENZI, 2005).

O génerdOuratea € o maior da familia com cerca de 120 espécies presentes em todo o
continente americano (regido neotropical) (SASTRE, 1988). Segundo Barroso (1991), no
Brasil asespécies espalhadas recebem designacfes especiiimas‘angelim” Quratea
vaccinoide} “caju bravo” Quratea floribundae Ouratea salicifolia), ‘toracdo de bugre”
(Ourateaparviflora) e no Nordeste, “batiputa”. Algumas sdo empregadas na ornamentacao
urbana, Ouratea floribunda e Ouratea castanaefoli

Os estudos sobre isolamento e purificacdo de metabdlitos especiais de espécies de
Ochnaceaeconduziram, até o momento, a identificacdo e elucidacdo de flavondides e
biflavondides (MOREIRAet al, 1994, MBINGet al, 2003a, 2003b, SUZAR®Et al, 2007,
CARVALHO et al, 2008), sendo em sua maioria relacionados a estudos de espécies dos
génerouratea,LuxemburgiaOchnae Lophira. A variedade de estruturas de biflavondides
e flavondides encontradas com frequéncia em espécies destes géneros, possibilita a utilizacao
destes compostos como marcadores quimiotaxonénicos destas espécies 4II,IH989 e
1992; LIKHITWITAYAWUID 2001; MESSANGA et al, 2002; MBING et al 2006).

Os biflavonoéides constituem uma classe de flavonoéides diméricos, diferenciando-se de
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outros oligdbmeros como as proantocianidinas, devido a origem biogenética das unidades
constituintes. A maioria dos representantes dessa classe de produtos naturais € formada pelos
dimeros flavona-flavona, flavona-flavanona, flavanona-flavanona além de ocorrerem, mais
raramente, os dimeros de chalconas e de isoflavonas. Quando as duas unidades sédo iguais
constituem os bisflavondides e quando as duas unidades sao diferentes, os biflavondides. As
ligacdes entre as unidades flavonoidicas podem ser C-C ou C-O-C envolvendo os anéis A, B
ou C dos mondémeros. Raramente ocorre alteracdo no padrdo de oxigenacao dos precursores
sendo garantida a oxigenacdo em 5, 7 e 4' e raramente uma oxidacao adicional em 3'. Podem
ocorrer oxidacdes nas posicdes 6, 8 ou 3' e quando isso acontece €, certamente, proveniente d:
outra unidade ligada nessa posicéo via C-O-C (SUZARAL, 2007). A tabela 7 (paginas 64
e 65)contéem uma relacdo de alguns flavondides encontrados em espéClasatiae as
suas estruturas estdo representadas na Figura 31 (paginas 66 Est&®)observacoes
permitem perceber que os flavonéides constituem a principal classe de metabdlitos do género
Ouratea.

Dando continuacdo ao estudo fitoquimico de espécies deste género realizamos neste
trabalho o primeiro estudo d@uratea microdonta e incorporamos a este estudo outra
contribuicdo ao conhecimento da Quimica de Ochnaceae, o trabalho realizado com a espécie,

Salvagesia erecta, cuja quimica ainda é pouco conhecida.
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Tabela 7. Flavonoides isolados de espécies de Ouratea.

Substancias quimicas isoladas Espécies Referéncias
proantocianidinal) Ouratea sp. MARCAL et al., 1988
catequinaZ) Ouratea sp. MARCAL et al., 1988

cianidina 8)

O. affinis, O. calantha

GARTLAN et al., 1980,
GARTLAN et al., 1980

hexaspermona A4 O. hexasperma MOREIRA et al., 1994
hexaspermona Ep) O. hexasperma MOREIRA et al., 1994
hexaspermona &) O. hexasperma MOREIRA et al., 1994
5,7,4'-trimetoxiisoflavona®) O. hexasperma, MOREIRA et al., 1994,

O. castaneifolia, NASCIMENTO et al, 2009.
6,6"- bigenkanina®) 0. spectabilis FELICIO et al, 1995
7,7"-O-dimetilagastiflavonaq) O. spectabilis. FELICIO et al, 1995,

O parviflora FELICIO et al, 2004
7-O-metilagathisflavonalQ) O. hexasperma, MOREIRA et al., 1999,

O. microdonta DANIEL et al., 2005,

CARVALHO et al., 2008

amentoflavonal(l) O. aquatica, O. castaneifolia,| MONACHE et al., 1967,

O. cuspidata, O. microdonta, | VELANDIA et al., 2002,

O. multiflora, O. parviflora, O | FELICIO et al, 2004, e 2001

semisserrata, O. staudtii, O.
sulcata, Ouratea ferruginea

PEGNYEMB et al., 2005,
LIMA et al., 2006, SUZART
et al, 2007, CARVALHO et
al., 2008, NASCIMENTO et
al., 2009, FIDELIS et al., 2011

NJ

3-OH-4',5,7-OMe-flavona O. multiflora MONACHE et al., 1967,
(6—8")-3"-OH-3"",4™ 5", 7"-

OMe-flavona (2)

3',6,8-Cl-4’,5-OH-7-O-Me- O. semisserrata VELANDIA et al., 2002
isoflavona L3)

3',5',6,8-Cl-4',5-OH-7-O-Me- O. semisserrata VELANDIA et al., 2002
isoflavona (4)

5,7-OH-flavona-(4—0—8")- O. semisserrata VELANDIA et al., 2002
4 5", 7"-OH-flavona (15)

5-OH-7-O-Me-flavona- O. semisserrata VELANDIA et al., 2002
(4'—-0—-8")- 4" 5", 7"-OH-

flavona (L6)

5-OH-7-O-Me-flavona- O. semisserrata VELANDIA et al., 2002

(4 —>0—8")-5",7"-OH-4""-O-
Me-flavona (7)

podocarpusflavona ALg)

O. semisserrata,
O. staudtii

VELANDIA et al., 2002,
ZINTCHEM et al.,2007

rutina (L9)

O. semisserrata.
O.hexasperma

VELANDIA et al., 2002,
SUZART et al, 2007

swertisina 20)

O. hexasperma

SUZART et al, 2007
SUZART et al, 2012

swertiajaponinadl)

O. hexasperma

SUZART et al, 2007
SUZART et al, 2012

3,4’ 5-triidroxi-6-d,a dimetil-alil-7-
O-B-D- glicosil-flavanona 22)

O. hexasperma

SUZART et al, 2007

3,4, 5-triidroxi-6-4,a dimetil-alil-7-
O-B-D-glicopiranosil-flavona Z3)

O.hexasperma

SUZART et al, 2007

putraflavona 24)

O. cuspidata

SUZART et al, 2007

5,7,4'-triidroxi-3’,5’-dimetoxi-
flavona @5)

O. cuspidata

SUZART et al, 2007
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Tabela 7. (continuacéo)

Substancias quimicas isoladas Espécies Referéncias
vitexina 6) O. hexasperma SUZART et al, 2007
SUZART et al, 2012
orientina @7) O. hexasperma SUZART et al, 2007
SUZART et al, 2012
calodenina BZ8) O. flava MBING et al., 2003a
flavumona A 29) 0. flava MBING et al.,, 2003a
flavumona B 80) 0. flava MBING et al.,, 2003a
calodenina C31) O. flava MBING et al.,, 2003a
lophirona A 82) O. flava, MBING et al., 2003b,
O. Sulcata, PEGNYEMB et al., 2005,
O satudtii ZINTCHEM et al.,2007
4’ 5-OMe-6,7-metilenodioxi- flava MBING et al., 2003a
isoflavona 83)
7,7"-O-dimetillanaraflavona34) . hexasperma DANIEL et al., 2005
agastiflavona35) . hexasperma,, DANIEL et al., 2005, MBING
. nigroviolacea, et al, 2006, ZINTCHEM et
. Staudtii, al., 2007, CARVALHO et al
. microdonta. 2008
6-C-glicopiranosil-luteolina36) . hexasperma DANIEL et al., 2005
3-O-glicopiranosil-querceting{) . hexasperma DANIEL et al., 2005
8-C{-D-glicopiranosil 2”-Of$-D- . hexasperma DANIEL et al., 2005
glicopiranosil-luteolina 38)
3,4',5,7-tetraidroxi-3’-metoxi- . cuspidata SUZART et al, 2007
flavonol (39)
5,4’ 7-triidroxi-3-metoxi-3p-O- . cuspidata SUZART et al, 2007
galactopiranosil-flavonadQ)
bilobetina @1) . Sstaudtii ZINTCHEM et al.,2007

5,4’-diidroxi-7,3',5'-
trimetoxiflavona 42)

. castaneifolia

NASCIMENTO et al, 2009

7,7"-O-dimetil-amentoflavona43)

. castaneifolia

NASCIMENTO et al, 2009

heveaflavona44) . castaneifolia NASCIMENTO et al, 2009
tetrametilamentoflavonatb) . castaneifolia NASCIMENTO et al, 2009
ouratina A 46) . nigroviolacea MBING et al.,, 2006

ouratina B 47)

. higroviolacea

MBING et al.,, 2006

O O] O] O|0|OO0|0| Olo0|I0|0|0|0| O|o] O O] Oo|ojooboOoOO0O|o] ©

sulcatona A48) . Ssulcata PEGNYEMB et al., 2005
3-hidroxi-2,3-diidroapigenil- . Sulcata PEGNYEMB et al., 2005
(4 —-0—3’)-diidrokampferol ¢9)
lophirona G §0) . flava MBING et al., 2003b
epicatequinaql) . hexasperma, DANIEL et al., 2005,

. ferruginea FIDELIS et al., 2012
7-O-metilamentoflavona5?) . ferruginea FIDELIS et al., 2012
5,4’-diidroxi-7,5",3'- . ferruginea FIDELIS et al., 2012
trimetoxiisoflavona %3)
5,4’-diidroxi-7,3'- . ferruginea FIDELIS et al., 2012
dimetoxiisoflavona §4)
5,7,4'-triidroxi-3',5'- . ferruginea FIDELIS et al., 2012
dimetoxiisoflavona%5)
5-hidroxi-7,5',4’,3'- . ferruginea FIDELIS et al., 2012

tretametoxiisoflavonab)
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Ol O 52:R=CH,

53: R;= R, = R,= OCH,; R;=0H

55: R,=R,=0H; R,=R,= OCH,
Figura 31. (continuacao)
(Fonte: Fidelis et al.2012)

54:R,= R,= OCH,; R,=H; R,=OH

56:R,;=R,=R,=R,= OCH,
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V.2. Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos de Ouratea microdonta

Este estudo conduziu ao primeiro trabalho publicado sobre composicédo quimica desta espécie

vegetal. (ver anexo C no final deste capitulo, pagina 121)

V.2.1 Isolamento e Purificacdo dos Constituintes quimicos das folhas de O. microdonta

O material para estudo foi coletado por Silvana Tavares Rodrigues, no municipio de
Soure (na ilha de Marajo), Para, Brasil e sua exsicata IANS@G¥52) encontra-se depositada
no Herbario da Embrapa Amazonica Oriental no estado do Para-Brasil.

Folhas secas e moidas (1010,0g) foram submetidas a extragdo por macerac¢ao dindmica
com metanol. A remoc¢do do solvente (metanol) foi feita através da destilacdo sob presséo
reduzida em evaporador rotativo a %) obtendo-se 250 g de um residuo seco denominado
Ouratea Microdonta Folha Metanol (OMFM) que foi submetido ao fracionamento por
cromatografia em coluna empacotada com silica gel flash (230 - 400 mesh), utilizando-se
como eluentes os solventes; hexano, cloroformio, acetato de etila e metanol em sistema
isocratico de eluicdo. A partir desse fracionamento, representado no esquema 5 (pagina 71),
foram obtidas as seguintes particdbes do extrato metandlico das folkEaVI(); Ouratea
Microdonta Particdo Hexano Folha, OMPHF (3,0 g), Ouratea Microdonta Particao
Cloroférmio Folha OMPCF, 20,6 g),OurateaMicrodontaParticioAcetato de etildolha,

OMPACF (6,5 g) e Qiratea McrodontaParticdo Metanol Blha, OMPMF (60,0 g).
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FOLHAS
(1010 g)

g

McOH 100%

v
Extrato metanol
OMFM (250,0 g)

-CC
-FM: Hexano /CHC, /AcOEt /MeOH
- FE: Silicagel 60

h 4

h J
OMPHF OMPCF OMPACF OMPMF
(3.0g) (20,6g) (6,5g) (60,0g)

Esquema 5. Fracionamento do extrato metanol das Folha de Ouratea microdonta.

V.2.1.1 Processamento da particdo OMPFH

A particioOMPHF (3,0 g) foi cromatografada em coluna de silica gel e eluida com
0os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol em ordem crescente de
polaridade, originando 50 fracdes de 100 mL, que apds analise realizada por CCDA e
revelacdo com vanilina sulfarica foram reunidas em novas subfracdes.

A subfracdo 14-20 (30,5 mg) forneceu um solido branco, soltvel em cloroférmio. A
comparacao por CCDA da mistura com amostras puras das substancias isoladas anteriormente
e a andlise dos dados do espectro de RMIfoi suficiente para definir a mistura como sendo
composta pelos triterpenos sitostel € estigmaterol?). Da subfracdo 30-35 (35,5 mg) foi
obtido um precipitado branco definido como uma mistura dos triterpernos I\#)eat (
amirina @) e pB-amirina §). As estruturas dos triterpenos existentes na mistura foram
identificadas através da comparacdo dos dados dos espectros dBHRMRC da mistura
com dados da literatura (SOBRINH®Dal,, 1991).

Um resumo dos processos de isolamento das substancias da paiiit- e

mostrado no esquema 6 (pagina 72).
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OMPHF
(3.08)

CcC

FM: Hexano/CHCI, /Acetato/MeOH
FE: Silicagel

v

30-35

4

Esquema 6. Fracionamento da particio OMPH&S folhas de Ouratea microdonta.

V.2.1.2 Processamento da fragdo OMPCF

A particAoOMPCEF (20,6 g) foi cromatografada em coluna de silica gel e eluida com
mistura dos solventes hexano, acetato de etila, metanol em gradiente de polaridades
crescentes até metanol 100%, originando 40 fracdes de 125 mL. Os agrupamentos das fracdes
apos analise por CCDA originou novas subfracoes.

A subfracdo 2-10 (20,0 mg) apresentou um cristal incolor em formato de pequenas
agulhas, que apés sua comparacao por CCDA com a mistura dos triterpenos sitgsterol (
estigmasterol 4) presente na subfracg@OMPHF 14-20, foi identificado como sendo
novamente os triterpenos sitosterbl ¢ estigmasteroRy.

A subfracdo 20-25 (15,6 mg) forneceu um solido amarelo com formato de pequenas
agulhas, soltivel em cloroférmio (CH{Lle com ponto de fusdo (pf. 242-24@). Apos
anélises por RMN d&H e **C e comparacédo com os dados da literatura (SAXENAL,

1994) e CG-EM foi possivel a sua identificacdo como sendo o acido 3,5-diidroxi-4-
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metoxibenzdico §). Um resumo dos processos de isolamento das substancias da particdo

OMPCF esta descrito no esquema 7 (pagina 73).

OMPCF
(20,6 g)

CC
FM: Hex/AcQOEt/MeO
FE: Silicagel

A
40 Fragies
v (125 mL cada) v

h 4
1+2 6
[CFI!"?TE” branco) (cristal amarelo)
(20,0 mg) (15,6 mg)

¥
1 6

Esquema 7. Fracionamento da particio OMPCF das folhas de Ouratea microdonta.

V.2.1.3 Processamento da fragdo OMPACF

A particadoOMPACF (6,5 g) foi fracionado por cromatografia em uma coluna de silica
gel do tipo flash (silica gel 230-400 mesh), eluida inicialmente com uma mistura de
CHCI3:MeOH (7:3) até MeOH (100%); originando 40 fracbes de 125 mL cada, que apos
serem analisadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram reagrupadas
em outras subfracbes. As subfracdes (7-10, 13-21, 25-35 e 36-40) foram reveladas com
solucdo de AIGFCH3;CH,OH (1%), indicando a presenca de flavonoides.

A subfracdo 13-21 (precipitado amarelo, 173,0 mg) foi submetida a filtracdo em
Sephadex LH-20 utilizando como eluente uma mistura de solventes metanol/cloroférmio

(9:1), originando um precipitado amarelo, que apds analises por espectroscopia de IV, RMN
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'H e °C (BBD e DPTQ) e HMQC foi identificado como o biflavonéide amentoflavaia (
(25,0 mg) (SUZART et al., 2007; VELANDIA&t al., 2002).

A subfracdo 25-35 (280,0 mg) foi filtrada em um coluna com Sephadex LH-20, e
forneceu 30 fracdes de 50 mL cada, as fracbes de 03-07 (8,0 mg), 09-12 (13,0 mg), 15-26
(60,3 mg), foram reunidas apds analise por CCDA e revelacado corg-EA@H (1%). A
evaporacdo do solvente da fracdo 09-12 resultou em um solido amarelado, solivel em
metanol (MeOH) e ponto de fusao 225-227 A andlise deste sdlido por infravermelho (1V),
espectroscopia de RMM, comparacéo com um padréo por CCDA e com dados da literatura
(DANIEL et al, 2005) permitiu identificar o sélido como sendo o biflavonoideD-7"-
metilagatisflavona §). A fracdo 15-26 (60,3 mg) forneceu um solido amarelo que foi
submetido a espectroscopia de RMN 1D e 2D, e infravermelho (IV), o que possibilitou a sua
identificacdo como sendo o biflavondide agatisflav@)a (

Uma aliquota da fracdo 15-26 (30,0 mg), ou seja da substrfagatisflavona) foi
solubilizada em MeOH e metilada com diazometano, fornecendo o derivado
tetrametilagatisflavonalQ, 15 mg, pf 170-17%C). Esta estrutura foi definida pela analise do
espectro de RMNH e comparacéo os dados da literatura (MOREIRA et al., 1999).

A subfracdo 03-07, apesar de revelar a presenca de flavonéides quando submetida a
CCDA e revelacdo com solucdo de AMEKOH (1%), ndo foi possivel realizar a sua
separacado devido a pouca quantidade de material disponivel (8,0 mg). No esquema 8 (pagina
75) pode-se visualizar melhor o processo resumido de isolamento dos compostos presentes na

particado OMPACE
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OMPACF
(6,59)

CcC

FM: CHCI,:MeOH
FE: Silicagel

40 fragdes

Y Y Y

[ 7-10 ] 13-21 25-35 36-40
(173 mg) (280 mg)

FM: MeOH:CHCI,
FE: sephadex LH-20
h 4 FM: MeOH:CHCI,

7 FE: sephadex LH-20
(25,0 mg)

30 fracdes v

h 4

03-07 15-26
(8,0 mg) (60,3 mg)
9
- (30,0 mg de 9)
- MeOH

- Diazometano

A

(15,0 mg)
10

Esquema 8. Fracionamento da particio OMPAd#Ouratea microdonta.
V.2.1.4 Processamento da fragdo OMPMF

Uma parte da particBOMPMF (40,09) foi fracionado em uma coluna de silica gel
flash utilizando como eluente inicialmente uma mistura de Hexano/acetato de etila (1:1) até
acetato de etila (100 %), depois a polaridade foi sendo aumentada adicionando-se metanol até
metanol (100%). Desta coluna foram obtidas aproximadamente 40 fracbes de 200 mL (cada).
As fracbes 4-5 foram comparadas por CCDA com a amentoflavohaofpfirmando
novamente a presenca desta substancia. Nas fracdes de 8-13 foi identificado novamente o

biflavondide ) (7”- O-metilagatisflavona). As demais fragBes foram comparadas por CCDA,
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com os biflavonoides isolados das outras fragdes, o que permitiu identificar uma mistura dos
biflavondides 7, 8 e 9) com predominédncia da agatisflavo®d Kestas fracbes. O

processamento resumido da parti€@&PMF pode ser visualizado no esquema 9 (pagina

76).

OMPMF
(40 g)

-CC
- FM: Hexano/AcOEI/MeOH
- FE: Silica gel flash

40 ‘ragoes |

Esquema 9. Fracionamento da particio OMPME& Ouratea microdonta.
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V.3 Constituintes Quimicos Isolados de Ouratea microdonta

Estruturas das substancias isoladas de Ouratea microdonta (Figura 32, pagina 77).

Figura 32. Constituintes isolados de Ouratea microdonta.
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V.3.1 Determinagéo estrutural dos constituintes isolados de Ouratea microdonta
V.3.1.1 Identificacdo das substancias 1 e 2 (sitosterol e estigmasterol).

A mistura das substancias 2(sitosterol e estigmasterol) foi identificada pela anélise
dos dados espectrais de RMIN. O espectro de RMRH (Figura 33, pagina 78) apresentou
um sinaldy 5,37 caracteristico dos hidrogénios olefinicos (sl, H-6,2). O sinal emy 5,15
(m, H-22 e H-23) permitiu sugerir a presenca do estigmast@xo00 (sinal emdy 3,50 foi
atribuido ao hidrogénio carbinélico H-3 (m, Hi3e 2), e os sinai&; 1,0 - 2,20 (m), 1,01 (s),
0,94 (d), 0,88-0,77 (m), 0,70 (s) permitiram identificar a misturd de2. Além disso, foi
feita a comparacao da misturalde 2através de CCDA utilizando as substancias isoladas de
Jatropha eliptica, e d®uratea floribunda (GOULARTet al, 1993; CARVALHO et al,

2000) confirmando o observado no espectro de RMIKFigura 33, pagina 78).

7.2720
53713
5.1500
5.1096
3.5056
2947
9883
8777
8297
5429
4806
4223
2602
1734
0909
0450
0159
9443
9121
8881
8594
85!

e e rO000C0CO00Co0C O

H-6 (4, 5)

= H-22(5)

£ H-23(5)
= H-3(4.5)

6 4 2 0 [ppm

Figura 33. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCI3) sitosterol (1) e estigmasterol (2).
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V.3.1.2 Identificagdo das substancias 3, 4 e 5 (Lupeolamirina, g-amirina).

A anélise do espectro de RMN (Figura 34, pagina 81) da mistura dos triterpedjos
4 e 5. permitiu identificar os sinais dg 5,15-5,20 (H-124 e 5). Os sinais referentes aos
hidrogénios vinilicos estédo representados por dois singletos largds €188 e 4,57 (sl, H-
29a e H-29b3 ), o sinal endy 3,18 representa o hidrogénio do carbono metinico oxigenado
(m, H-3,3 + 4 + 5), emdy 2,37 aparece um multipleto referente aos hidrogénios 18 e 19 (m,
H-18 e H-193 + 4 + §. O sinaldy 1,91 representado por um multipleto (m, H-4H% 5 e
um singleto endy 1,68 &) correspondente a frequéncia da metila ligada a carbérs, 4y-

30, 1), finalmente os sinais das metilas ¢,26 e 1,14 a 0,76.

Para confirmacé&o das substancias presentes na mistura, foi realizada a comparacao da
mistura com o padrdo de cada substancia por CCDA. Além disso, os dados obtidos pela
andlise do espectro de RMNC (Figuras 35 e 36, paginas 81 e 82) da mistura foram
confrontados com dados da literatura (SOBRINét@l, 1991; AHMAT AND ATTA-UR-
RAHMAN, 1994; CARVALHO et al, 2000) para estas substancias (Tabela 8, pagina 80) o
que foi suficiente para confirmar a mistura de triterpehos e 5como sendo lupedB), a-

amirina (4)e B-amirina 6).
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Tabela 8. Dados de RMNC dos triterpeno8, 4 e 5 (50 MHz, CDG) comparados com a
literatura (SOBRINHGet al,, 1991; CARVALHO et al 2000).

C : 8C 80 literatura

3 4 5 Lupeol . a-amirina B-amirina
1 38,8/38,7 38,7 38,7 38,7
2 27,4 27,4 27,2 27,3
3 79,0 78,9 78,8 79,0
4 38,7/38,8 38,8 38,7 38,8
5 55,2/55,2 52,3 55,2 55,3
6 18,3/18,4 18,3 18,3 18,5
7 34,2 33,0 32,9 34,3 32,9 32,8
8 40,8 39,9 38,8 41,1 40,0 38,8
9 50,4 47,7 47,7 50,4 47,7 47,7
10 37,2/37,0/37,2 37,1 36,9 37,6
11 20,9 17,9 13,7 20,9 17,4 23,6
12 25,1 124,4 121,0 25,1 124,3 121,8
13 38,0 139,6 145,0 38,0 139,3 145,3
14 42,8 42,0 42,8 42,0 41,8
15 27,4 28,8 26,4 27,3 28,7 26,2
16 35,6 26,2 27,1 35,6 26,2 27,0
17 42,9 33,9 32,5 43,0 33,7 32,5
18 48,3 59,0 47,2 48,3 58,9 47,3
19 47,9 39,6 47,1 48 39,6 46,9
20 150,9 39,6 31,4 150,¢ 39,6 31,1
21 29,7 31,4 34,3 29,4 31,2 34,8
22 40,0 42,0 37,2 39,9 41,5 37,2
23 27,9 28,1 27,9 28,1 28,2
24 15,4/15,6 15,3 15,6 15,5
25 15,9 15,6/15,4 15,9 15,6 15,6
26 16,8/16,1/17,2 16,1 16,8 16,9
27 14,5 23,3 26 14,5 23,2 26,0
28 17,9 28,1 28,5 17,9 28,1 28,4
29 109,3 23,5 33,0 109,3 23,2 33,3
30 19,3 21,5 23,7 19,3 21,3 23,7
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V.3.1.3 Identificagdo da substancia 6 (acido 3,5-dihidroxi-4-metoxibenzdico)

A substancia6 foi isolada como um cristal amarelado com formato de pequenas
agulhas, soltvel em CHEIO espectro de RMKC da substancié (Figuras 37 e 38, pagina
84) mostrou sinais d& 186,8 (CQH, C-7), 157,3 (=C-O x 2, C-3 e C-5), 152,3 (=C-0O, C-4),
Och 107,3 (=CH x 2, C-2 e C-6) &cnsz 56,7 (HC-O) compativeis com acido benzdico,
contendo duas hidroxilas (OH) e um grupo metoxila (€)CiDs sinais observados no
espectro de RMNH (Figura 39, pagina 85) et 5,9 (s, 2H), 3,8 (s, 3H) e RMNC foram
comparados com a literatura (SAXEN& al, 1994) (Tabela 9, pagina 85) e foi possivel
propor a estrutura do acido 3,5-diidroxi-4-metoxibenzdiép ff. 242C). As diferencas
observadas nos deslocamentos quimicos em relagéo a literatura séo devidas a utilizagdo de um
solvente diferente na obtencédo dos espectros de RMfCd='H (SCOTT, 1972; SAXENA
et al, 1994). A andlise de uma aliquota da subst&hacia cromatografo a gas acoplado com
espectrometro de massas forneceu o cromatograma e espectro de massas da sSufbistancia
=5,35 min.,m/z169, M", 100%) e os fragmentos m/z 153, 140, 125, 112, 97, 89 e 69 (Figura
40, pagina 86), cujos valores sdo compativeis com a estrutura do acido 3,5-diidroxi-4-
metoxibenzéico. Uma proposta de fragmentacdo para esta substancia encontra-se no esquems

10 (péagina 86).
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Figura 37. Espectro de RMN d€C (50 MHz, CDC¥) acido 3,5-dihidroxi-4-metoxibenzaéico
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Tabela 9. Dados de RMN’C e'H da substancié (acido 3,5-dihidroxi-4-metoxibenzéico)
comparados com a literatura (SAXENA et 4994).

Sc on
C dc (SAXENA et al, H OH (SAXENA et al,
1994) 1994)
1 115,00 121,45 1 - -
2 107,38 110,04 2 5,83 (s 7,03 (s)
3 157,27 146,51 3 - -
4 152,29 139,76 4 - -
5 157,27 146,51 5 - -
6 107,38 110,04 6 5,83 (s 7,03 (s)
7 186,86 169,03 - -
O-CHs 56,46 52,31 O-CH | 3,80 () 3,81 (s)
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Figura 40. Cromatografia a gas (CG)aespectro de massas (EM) da substancia 6.
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Esquema 10.Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos do espectro do
ccomposto com tr 9,65 min (substancia 6).
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V.3.1.4 Identificagdo da substancia 7 (amentoflavona)

O espectro de absorcdo na regido do IV da subst@n¢igura 41, pagina 87)
apresentou bandas de absorcdo para grupo carbonila conjugada e quelada em™1655 cm
(Vc=0), estiramentos C=Cv¢-c) para anel aromatico em 1609 tmi499 cnt e 1425 cr,
hidroxila em 3172,8 cth (estiramento O-Hyo.), confirmada pela presenca do estiramento

C-0 em 1362 cifi (Ve.o).

3173
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Figura 41. espectro de IV da substancia 7 (amentoflavona) com pastilha de KBr.

A estrutura da substancia (amentoflavona) foi proposta ap6s andlise dos dados
espectrais de RMNH, DEPTQ, HMQC e comparacdo com a literatura (SUZARTL.,
2007; VELANDIA et al, 2002). O espectro de RMiM (Figuras 42 e 42.1, paginas 90 e 91)
apresentou dois singletos (s) referentes a grupos hidroxila HO-5 e HO-5" formando ligac&o
de hidrogénio intramolecular ey 12,98 e 13,05 ppm, respectivamente, indicativos de
biflavonéides. Também foi observado um sinal largo discretéeh®,43 ppm que pode ser
atribuido as outras hidroxilas (HO-7, 77, 4’ e 4'") presentes na subst@ndia regido de

absorcao de hidrogénios em anel aromético foram observados dois dupléto8,&m(d, J=
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2,0 Hz) atribuido ao hidrogénio 6 (H-6)%g 6,44 (d, J= 2,0 Hz, H-8) que mostram entre si
interacdometa caracteristica de uma unidade de flavonoide com anel A dioxigenado nas
posicdes 5 e 7. Um sistema ABC representado pelos sinais dos deslocamentos quimicos em
oy 8,02 (s, 1H); 7,98 (sl, 1H) e 7,12 (d, J= 8,4 Hz, 1H) referentes aos hidrogénios H-2’, 6'e 5’
respectivamente, dois dupletes formando um sistema AA'BBSem57 (d, J= 8,6 Hz, H-

2" e H-6"); 6,70 (d, J= 8,6 Hz, H-3" e 5™”) e trés singletos edy 6,83 (s, H-3"”); 6,78 (s,

H-3), 6,37 (s, H6”). A presenca do sinal compativel com H-6 (s) auaéncia dos sinais

compativeis com H-3' e H-8" (s) sugerem que a ligacao entre as duas unidades monomeéricas
de flavonoide envolvem um carbono do anel A de uma unidade monométrica e outro do anel
B da outra unidade permitindo supor a substantiacomo sendo o biflavondide
amentoflavona.

No espectro de DEPTQ (Figuras 43, 43,1 e 43,2, paginas 91 e 92) foi possivel
identificar a presenca dos sinais de duas carbonilas conjugadas (C-4 e C38)elB82,6
ppm (C-4) e 182,2 ppm (C-4"), e mais 28 (vinte e oito) sinais de carbonos aromaticos, sendo
16 (dezesseis) carbonos quaternarios (C) e 12 (doze) carbonos metinicos (CH), confirmando o
esqueleto de um dimero com trinta carbonag)(@mposto de duas unidades flavonoidicas
com quinze carbonos cada (2 xs)C estas primeiras observacdes referentes ao espectro de
DEPTQ e o padréo de oxigenacao visto no RMNbossibilitam supor que o biflavonéide 9 é
composto por unidades monoméricas semelhante a flavona conhecida como apigenina
(AGRAWAL et al., 1989).

Os sinaiséc 120,7 (C-3’),6c 104,0 (C-8") referentes aos carbonos envolvidos na
ligacdo entre as unidades monoméricas foram comparados com os dados da literatura para a

apigenina (MARKHAN et al., 1987) e podem ser visualizados na tabela 10 (pagina 89).
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OH O 102,8
Apigenina

Tabela 10: Comparacao da apigenina (MARKHAEN al., 1987) com os monOmeros que
compdem a substancia 7.

C Substancia 7 Substancia 7 Apigenina
(monémero 1) (monémero 2) | (MARKHAN et al., 1987)

2 164,6 164,4 (C-2")

3 103,4 103,1 (C-3") 102,8

4 182,6 182,2 (C-4")

5 161,9 163,1 (C-5")

6 99,4 99,4 (C-6") 98,8

7 161,5 161,0 (C-7")

8 94,5 104,0 (C-8") 94,0

9 155,0 160,4 (C-9”)

10 104,7 104,2 (C-10")

1 1219 121,2 (C-1)

2’ 131,9 128,7 (C-2™) 128,4
3 120,7 116,4 (C-3™) 116,0

4 157,9 164,1 (C-4")

5’ 116,9 116,4 (C-5™) 116,0

6’ 128,2 128,7 (C-6™) 128,4

Esta analise demonstrou uma diferenca nos deslocamentos quimicos dos carbonos 3’ e
8" das substancias comparadas. Para o C-3’ foi constatada uma diferenga de deslocamento
quimicoAsc= 4,66 6c 120,74 (9) — 116,08 (apigenina)) e para o CAgc= 10,0 6c 104,0 (9)
— 94 (apigenina)) esta diferenca nos deslocamentos quimicos deve-se ao fato dos carbonos C-
3’ e C-8” de7 apresentarem-se mais desprotegidos, provavelmergjegestdo envolvidos
com a ligacdo entre as unidades monomeéricas flavonicd@s Me espectro de DEPTQ foi
possivel identificar ainda a presenca do sistema AA'BB’ representado pelos sinais de
deslocamento quimico dos carbonos C-3 e C-®t 6c 116,3 e C-2"’e C-6"" emdc
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128,7, além dos carbonos metiniées94,5 (G8), 99,4 (G6), caracteristico do acoplamento

meta do anel A de flavonadides e, finalmente o carbono C-6” do anel A” tambésa 8614
ppm.

O espectro de RMN HMQC (Figura 44, pagina 93) cardiu a ligacdo entre o C-6/H-
6, C-6"/H-6", C-8/H-8 e possibilitou a correta atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos
demais carbonos metinicos da substancia 7 e de seus respectivos hidrogénios.

Todas as informacdes descritas acima comparadas com os dados da literatura (Tabela
11, pagina 94) (VELANDIAet al., 2002) para o biflavondide amentoflavona, isolado
anteriormente d®uratea semiserrata (VELANDIAet al, 2002) e deDuratea hexasperma
(SUZART et al., 2007) e ainda, a sua comparacdo com uma amostra padrdo em CCDA

corroboram para confirmar que a substantimata-se deamentoflavona, como sugerida

inicialmente.
23 = SBRBCILSRRIgEqUcE 568 FE  REE
palah) - Lo - T - TP - R gT- T gy tvied o3 o ol - a
by i, o N/ | | |
5
o . OH
HO 2 9 0, I ¥y & rw
HO ¥
€ w3 T O 5 o i
] ’ 4
OH O [T o ¥
5 §
OH O f
0 ! 1
S0 .
T H
[ .
| \ 1
I
[ |
]
/.'L"'.\_m\_mm___ A \J'.\_Mﬂ_ _/_,J,\«_.JL
N — | ———
12 4 2 [ppm]

Figura 42. Espectro de RMN d# (200 MHz, DMSO- g da amentoflavona (7).

90



PI8LO

£69E°9

0S¥Y9
9E5Y'9 4

11899
B¥TL9 —
19109 -
0928'9 —

0ve6's -
BLLE'D

T¥S0LL -
TLVVL -

u... ,9°H ~
.r. .

...r | ™
o ¥ —0

& L ~
kb 5] m __m_
L] K ] i~ S |||.II\\\
(=] w9 'wilH =
g {—=_

-0

6.5 [ppm)

Figura 42.1. Espectro de RMN dél (200 MHz, DMSO- g) da amentoflavona (7).

7.0

7.6

9E9V'6E
0L 6E

VZCC OV

LS9P'0F

z655°0v

ZIPS'vE
VYeSE 66
LGLO'E0L
ZEBE'EOL

9566° €04 |

0v6L ¥0L

6189°'vOL

6LSZ'9LL

0LLF'9LL
9968'9L1

LLELOZL |

86T LEL

Z626°LTL |

SYZZ 8zl
960.L° 821
€8E6LEL

9E00'S51L
5998°.51
C9ZV' 091
09€0°L9L
L90S°L9L
LS88°LOL
Yrve L9k
05.0°€91L
9990°'v9L
6SZLPIL

€L9EPOL

80299k

Z6EZ'ZBL |

2965°Z81

150 100 50

200

Figura 43. Espectro de RMINC (DEPTQ) (500 MHz, DMSO-d) da amentoflavona (7).

91



28 82283 35533 2 8
ey ©9ToS axhog = S
oied TEEE N o r~ w
o CELOL COLED w w
2= SEREE gEEeR 2 -
5
- ‘OH
-
HO 7 A 5 0 27 ¥ L= P ™~
[ T 4 =
- % J . HO g, 0 s - G g &
(=] /u s w0 ra 'S > -2 l 0 I:“,‘- o] 7‘,' .
s (=
H OH O v ) | ’ |
. ; C/CH,
st sy At b Mata l—"'f!'m'wr'ﬂ’nfwm;www'mww -
CH/CH,
——— : : : . : —— :
180 170 160 150
Figura 43.1. Expanséo do espectro de RMN DEPTQ (500 MHz, DMgQdad
amentoflavona (7).
« w0 4 00~ oo, DO WY
8 23 885 &th 538388 3 g
= N RNy @3 enass ] 3
= |8 NS cee 33588 ] <
-— - - - e -3 -
s cg
5 c-10°
cr Y ey
N\ | /“ 10
C/cH, 1] \i I
i g | o b g e — e M, T /
CH/CH, ( N I
| | | ‘
. |C-6 -5 |
c-2 !
/ \ ) | c8
c-3 C-3 i
c2f e C-6/C-6"
c-3mfcs
T T T —T T T T T T T T T T 1 T
130 120 10 100 [ppm

Figura 43.2. Expanséo do espectro de RMN DEPTQ (500 MHz, DMgdad

amentoflavona (7).

92



— e _._/J

AMOSTRA: OMPAC-F 47 (10S) (HMQCGP) - 500MHZ
SOLVENTE: DMSO
OPERADCR DO NMR - MAURICIO

T T
F1 Inoml

L | S B B R R R L B B |

. A——
10 9 8 7 ] 5 F2 [ppm]

Figura 44. Espectro de RMN HMQC (500 MHz, DMSGs) dla amentoflavona (7).

93



Tabela 11. Dados de RMRH e DEPTQ (200 e 500 MHz) da substarici@mentoflavona)
comparados com a literatura (VELANDIA et,@2002).

c 7 Literatura
(VELANDIA et al., 2002)
- dc OH dc OH
2 164,6 163,81 -
3 103,4 6,78 (s, 1H) 102,76 6,79 (s)
4 182,6 - 182,25 -
5 161,9 - 161,57 -
6 99,4 6,17 (d, J=2,0 Hz, 2H) 98,84 6,18 (d, J=2,0, PH)
7 161,5 - 164,24 -
8 94,5 6,44 (d, J=2,0 Hz, 2H) 94,25 6,46 (d, J=2,0, PH)
9 155,0 - 157,48 -
10 104,7 - 103,48 -
I 121,9 - 121,15 -
2’ 131,9 8,02 (s,1H) 128,27 8,1-7,9 (m)
3 120,7 - 120,09 -
4 157,9 - 159,60 -
5 116,9 7,12 (d, J=8,4 Hz, 1H) 116,29 7,14 (d, J=9,3)
6’ 128,2 7,98 (sl, 1H) 131,42 8,1-7,9 (m)
2" 164,4 - 163,93 -
3’ 103,1 6,83 (s, 1H) 103,14 6,84 (s, 1H)
4’ 182,2 - 181,85 -
5" 163,1 - 160,66 -
6" 99,4 6,37 (s, 1H) 98,68 6,39 (s, 1H)
7" 161,0 - 161,99 -
8" 104,0 - 104,06 -
9" 160,4 - 154,60 -
10" 104,2 - 103,75 -
1™ 121,2 - 121,52 -
27e 6™ 128,7 7,57 (d; J=8,6, 2H) 128,28 7,57 (d, J=8,7, 2H)
37e 5™ 116,4 6,70 (d; J=8,6, 2H) 115,93 6,71 (d, J=8,7, 2
4" 164,1 - 161,14 -
HO-5 - 12,98 (s) - 12,97 (s)
HO-5" - 13,05 (s) - 13,10 (s)
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[11.3.1.5. Identificacdo da substancia 8 (7”-O-metilagatisflavona)

O biflavonodide naturald (pf: 226-228°C) foi identificado com sendo a D-
metilagatisflavona, um derivado da agatisflavéhacom a presenca de um grupamento
metoxila na posicao C-7".

O espectro no IV (Figura 45, pagina 95) revelou bandas de absorcdo para grupo
hidroxila em 3183 cih (estiramento O-Hyo.), confirmada pela presenca do estiramento C-

O em 1364 cil (vc.o), estiramento de carbonila ceténica conjugada C=0 (1649, d216
cm’ e 1176 cnt (estiramento de éter). Além de estiramentos G=C) em 1598 crif, 1505
cm?, 1445 crit caracteristicos de anel aromatico e uma banda de absorcéo intensa em 835

cm* compativel com hidrogénios (2H) vizinhos de um sistema aromatico.
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8. 04 v - . .
400 30080 200 1o@ com?

Figura 45. espectro de IV da substancia 8 OFimetilagatisflavona) com pastilha de KBr.

O espectro de RMRH (Figura 46, pagina 96) mostra sinais (dupletos) referentes aos
atomos de hidrogénio atribuidos a dois sistemas AA'BB’ dos anéis B e Bj &84 (H- 2’
e H-6’,J= 8,76 Hz), 7,57 (H-2"e H-6"J= 8,84 Hz), 6,97 (H-3' e H-57J= 8,84 Hz) e 6,77
(H-3” e H-5", J= 8,76 Hz), trés singletos atribuidos aos hidrogénios H-3/3", H-8 e H-6" com

deslocamentos quimico edy 6,69 (2H), 6,63 (1H), 6,60 (1H), respectivamente e uma
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metoxila emdy 3,88 (s, 3H). A comparacao dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios da
substancia8 com o 7"0O-metilagatisflavona, isolado anteriormente @eratea hexasperma
(DANIEL et al, 2005; MOREIRAet al, 1999) confirmam a proposta estrutural da substancia

8 (Tabela 12, pagina 97).
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Figura 46. Espectro de RMN d# (200 MHz, RCOD) 7”-O-metilagatisflavonag).
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Tabela 12. Dados de RMNH (50 MHz) da substanci8 (7”-O-metilagatisflavona)
comparados com a literatura (MOREIRAaL, 1999).

C Literatura 8
(MOREIRA et al,, 1999) (7”-O-metilagatisflavona
80 8H 8H
2 165,0
3 104,0 6,65 (s) 6,69 (s)
4 183,5 -
5 161,3 -
6 104,1 -
7 163,1 -
8 94,5 6,80 (s) 6,63 (s)
9 155,5 -
10 105,1 -
r 123,2 -
2,6 129,2 7,94 (d; J=6,8) 7,93 (d; J=8,7)
3,5 116,7 7,05 (d; J=6,8) 6,97 (d; J=8,8)
4 161,8 -
2" 165,2 -
3” 103,6 6,60 (s) 6,69 (s)
4” 183,1 -
5” 163,4 -
6” 96,0 6,54 (s) 6,30 (S)
7" 164,8 -
8” 101,0 -
9” 158,2 -
10" 105,5 -
1 123,2 -
27e 6" 129,1 7,62 (d; J=7,1) 7,57 (d; J=8,8)
37e 5™ 116,7 6,83 (d; J=7,1) 6,77 (d; J=8,7)
4" 161,8 -
MeO-7” 56,7 3,88 (s) 3,88 (s)
HO-5 - 13,34 (s) -
HO-5" - 13,18 (s) -
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V.3.1.6. Identificacdo da substancia 9 (Agatisflavona) (5,7,4’-triidroxiflavona (6—>8")-
5”7”4 -triidroxiflavona)

A analise do espectro no IV da substadkigura 47, pagina 98) permitiu identificar
bandas de absorcdo em 3420*craracteristica de grupo hidroxila (estiramento Quiy),
1365 cnt (estiramento C-Oyc.o), estiramento em 1651 chae carbonila conjugadad-o) e

1603 cni* (estiramento C=C de anel aromaticesd).

35. 12
A

20,43
4000

Figura 47. Espectro de IV da substancia 9 (Agatisflavona) em pastilha de KBr.

O espectro de RMNH (Figura 48, pagina 99) apresentou dois dupleigs7(97 e
7,54 ppm) representando hidrogénios aromaticos desprotegidos que, de acordo com o sinal
presente no espectro 2EHK*H-COSY) (Figura 49, pagina 100) interagem com hidrogénios
protegidos representados pelos sinaiségrs,96 e 6,73 ppm. Estes sinais representam dois
sistemas AA'BB' de um anel aromético para substituido tipicos de flavonéides. O \&lor de
dos protons menos protegidos indica se tratar de um sistema conjugado. Os trés sinais
presentes no espectro de RV (Figura 48, pagina 99) 6,86 x2 (s, H-3 e H-3"), 6,69 (s,
H-8) e 6,35 (s, H-6") sdo compativeis com prétons aromaticos protegidos e os dois singletos
emdy 13,31 e 13,05 ppm (OH-5 e 5”) correspondem aos dois prétons hidroxilicos em ponte

com a carbonila.
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Figura 48. Espectro de RMN d#f (200 MHz, DMSO-¢) da substancia 9 (agatisflavona).
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A andlise dos espectros RMRC e DEPT (Figuras 50 e 51, pagina 101) da substancia
9 permitiu identificar a presenca dos carbonos metinicos com deslocamento quindigp em
128,92 (C-2' e 6')dchH 116,13 (C-3' e 5')pcH 128,30 (C-2 € 6™) edcH 116,13 (C-3" e
5™) o que confirma a presenca de sistemas AA'BB’ observados na analise do espectro de

RMN *H (Figura 48, pagina 99). Os valores dos deslocamentos quimicos dos demais carbonos
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metinicos C-3” fcn 102,9), C-3§cn 103,0), C-8&cH93,8) e C-6" §cn 98,9) observados séo
compativeis com a estrutura de biflavonoide com ligacdo C-6—>C-8" entre os mondémeros de
flavona, que € uma caracteristica observada no géneetea(SUZART et al, 2007). Esses

dados e os sinais adicionais dos carbonos quaternarios, entre eles os sipdi82ra (C-4)

e 182,0 (C-4") sao compativeis com carbonilas em ligacdo de hidrogénio e a comparacdo com
os dados de literatura para 0 mesmo composto isolado anteriorménieatiea hexasperma
(DANIEL et al, 2005; MOREIRAEet al., 1999) permitiu identificar a substan@acomo

sendo o biflavonoide agatisflavona (5,7,4'-triidroxiflavona  (6—>8")-5",7",4""-
trildroxiflavona). A tabela 13 (pagina 102), evidéncia as atribuicbes dos deslocamentos
quimicos de RMN de°C e 'H da substancia isolad®)(comparados com os dados da

literatura (DANIELet al, 2005).
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Figura 49. Espectro de RMN d&Hx*H-COSY (200 MHz, DMSO-gl) da substanci®
(agatisflavona).
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Tabela 13. Dados de RMRFC e'H da substancia 9 (agatisflavona) comparados com a
literatura (DANIELet al, 2005).

C Literatura
(DANIEL et al, 2005)
S¢ (ppm) Sn (PPM) dc (ppm)

2 163,9 165,0

3 103,0 6,86 (S) 104,0

4 182,3 - 183,5

5 160,8 - 161,3

6 103,6 - 104,1

7 162,9 - 163,1

8 93,8 6,69 (S) 94,5

9 156,9 - 155,5

10 103,8 - 105,1

1 121,6 - 123,2

2,6 128,9 7,97 (d; J=8,7) 129,2

3,5 116,1 6,96 (d; J=8,7) 116,7

4 161,4 - 161,8

2" 163,7 - 165,2

3" 102,9 6,86 (S) 103,6

4" 182,0 - 183,1

5" 159,9 - 163,4

6" 98,9 6,35 (S) 96,0

7’ 163,0 - 164,8

8" 99,4 - 101,0

9" 154,9 - 158,2

10” 103,7 - 105,5

1 121,4 - 123,2

27e6” 128,3 7,54 (d; J=8,7) 129,1

3”7e5” 116,1 6,73 (d; J=8,7) 116,7

4 161,2 - 161,8
HO-7” - - -
HO-5 - 13,31(s) -
HO-5" - 13,05(s) -
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V.3.1.7. Identificacdo do derivado 10 (tetrametilagatisflavona)

O tratamento da substanct (20 mg) com diazometano forneceu o derivado
tetrametiladolO, através da incorporacao de grupos metilas nas posicdes 7, 7”7, 4 e 4”. O
ponto de fus&o do derivad® (PF: 170 - 175°C) e os dados do espectro RMIKFigura 52,
pagina 103) foram compativeis com dados da literatura (MOREIRA, 1999). A mudanca
significativa no espectro de RMM de 10, quando comparada com o biflavonéide nat@ral
(agatisflavona) foi o aparecimento de quatro sinais de metoxilas 7, 77, 4’ e &}, 882,

3,86, 3,92 e 3,80 ppm. O espectro de RiN(Figura 52, pagina 103) revelou ainda sinais
para os atomos de hidrogénios H-3” e H-5"ém6,84 (d,J=8,7), H-2"”, H-6” em &y 7,50
(d,J=8,7), H-3' e 5’ envy 7,04 (d,J=8,7) e H- 2’, 6’ endy 7,90 (d,J=8,7), correspondentes

a dois sistemas AA'BB’. Os hidrogénios H-6", 3", 3 e 8 estéo representados pelos singletos
em dy 6,53,64 6,57,64 6,67 edy 6,66, respectivamente e as hidroxilas HO-5 e 5” pelos
singleto emby 13,11 e 13,06. A comparacdo dos dados de RMINa literatura (MOREIRA

et al, 1999) com o derivad@0 esta relacionada na tabela 14 (pagina 104). Esse derivado

confirma a proposta da substancia 9 (agatisflavona).

a0 12.0 110 10.0 8.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
FPM

Figura 52. Espectro de RMN d# (200 MHz, CDC4) da substancia 10.
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(10: Tetrametilagatisflavona)

Tabela 14. Dados de RMRH (200 MHz) da substancia 10 comparados com a literatura

(MOREIRA, et al, 1999).

H 10 MOREIRA, et al, 1999
OH OH

3 6,67 (S) 6,65 (s)
8 6,66 (S) 6,51 (S)

2' 7,90 (d, J=8,0) 7,86 (d; J=8,4)

3 7,05 (d, J=8,0) 6,99 (d; J=8,4)

5 7,05 (d, J=8,0) 6,99 (d; J=8,4)

6’ 7,90 (d, J=8,0) 7,86 (d; J=8,4)
3’ 6,57 (S) 6,63 (S)
6” 6,53 (s) 6,48 (s)

2" 7,52 (d, J=8,0) 7,47 (d; J=8,3)

3" 6,85 (d, J=8,0) 6,81 (d; J=8,3)

5" 6,85 (d, J=8,0) 6,81 (d; J=8,3)

6" 7,52 (d, J=8,0) 7,47 (d; J=8,3)
MeO-4’ 3,92 (s) 3,89 (s)
MeO-4"" 3,80 (s) 3,79 (s)
MeO-7" 3,86 (s) 3,83 (s)
MeO-7 3,82 (s) 3,83 (s)
HO-5 13,11 (s) 13,06(s)
HO-5" 13,06 (s) 13,04(s)
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V.4 Estereoquimica absoluta dos atropoisémeros dos biflavonéides isolados de Ouratea
microdonta.

Os espectros de dicroismo circular (CD) e ultra violeta (UV) (Figura 54 e 55, pagina
107) da agatisflavona e derivados isoladoOdenicrodonta (CARVALHOet al, 2008) e
Ouratea hexasperma (MOREIR&t al, 1999) foram comparados com os dados e espectros
registrados na literatura para a 4',4™,7,7"'-tet@metilcupressuflavona (Lét al, 1997).

Isto permitiu definir a configuracédo absoluta dos atropoisbmeros, uma vez que as estruturas
possuem o0s mesmos cromoforos ligados entre si. Nao foi encontrada na literatura a curva CD
de agatisflavona ou derivados para fazer comparacéo das propriedades quiropticas.

As figuras 54 e 55 (pagina 107) mostram as curvas de CD e UV das biflavonas,
agatisflavona, 7"'©-metilagatisflafona, tetrametilagatisflavona isoladas @aratea
microdonta (CARVALHO et al., 2008) e tetrametilagatisflavona, um derivado da 7"-
metilagatisflavona isolada deuratea hexasperma (MOREIR&t al, 1999). Essa analise
permitiu definir a estereoquimica absoluta do atropoisbmero efn@s estereoisdmeros
sdo representados pelas estruturas abaixos (Figura 53, pagina 106), cujas imagens
correspondem aos atropoisdomeros (+) e (-), respectivamente, como representados pela regra
da eliticidade direita e esquerda. A tabela 15 (pagina 106) mostra a comparagcdo dos valores
das curvas de CD e UV encontrados neste trabalho com os da literattral(L1997) para a
4,4 7,7 -tetra- O-metilcupressuflavona  ([CD(+)362]-(aR)-(-)326-4',4"",7,7""-tet@-

metilcupressuflavona) (Figura 53a, pagina 106).
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O HO

Figura 53. Atropoisémeros CD (+) aR e CD (-) aS para agatisflavona.

Figura 53a. Curvas de Dicroismo circular (CD) e Ultra violeta (UV) da biflavona,
4.4 7,7 -tetra- O-metilcupressuflavona ( Fonte: &t al, 1997).

Tabela 15. comparacéo dos valores das curvas de CD e UV encontrados neste trabalho com os
da literatura para a 4',4’",7, 7 -tetr@®-metilcupressuflavona (LI et al1997).

Substancia

Dados das curvas de CD

4.4 7,7 -tetra- O-metilcupressuflavona
(LI et al., 1997)

Amax 362,0nm (+25,6), 350 (0,0); 326,2 (-54,4), 280
(0,0); 267,5 (+21,3), 225 (0,0)

7"- O-metilagatisflavona@.microdonta

Amax. 360,0nm (+6,5), 335 (0,0); 315 (-12,5), 275 (0,0);
261 (+14,5), 242 (0,0)

Agatisflavona Q. microdonta)

Amax. 355,0nm (+5,0), 345 (0,0); 315 (-25), 275 (0,0);
260 (+23), 245 (0,0)

Tetrametilagatisflavona. microdonta

Amax. 350,0nm (+7,0), 330 (0,0); 315 (-15), 275 (0,0);
260 (+14), 240 (0,0)

Tetrametilagatisflavona. hexasperma

Amax. 355,0nm (+7,0), 340 (0,0); 310 (-13), 272 (0,0);
260 (+15), 240 (0,0)
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V.5 Atividade moluscicida dos extratos de folhas de Ouratea microdonta

O géneroBiomphalaria pertence ao filo Mollusca, classe Gastropoda, subclasse
Pulmonata, ordem Basommatophora e familia Planorbidae (BRASIL, 2007). Esta espécie é
considerada a principal hospedeira &wzhistosoma mansonipor apresentar ampla
distribuicdo geogréfica, ocorrendo em quase em todo territorio nacional. Além disso, sua
distribuicdo estd quase sempre associada a distribuicdo da esquistossomiase mansonica
(Xistose, barriga d’agua e doenca dos caramujos) (BARBOSA, 1995; BRASIL, 2007).

Alguns ensaios realizados visando o controle do hospedeiro intermediario forneceram
poucas informagdes sobre os impactos que substancias promissoras possam representar par
outras espécies de animais e plantas que vivem no mesmo ambiente natural dos moluscos.
Muitas substancias toxicas ao ambiente, sdo consideradas promissoras, mas representam urn
risco ambiental consideravel, caso estejam disponiveis para outros organismos em ambientes
naturais (SANTOSt al, 1990). Por conta disso, existe a necessidade de se realizem ensaios
de toxicologia ambiental, relativos as substancias potencialmente promissoras, visando uma
avaliacdo estruturada das possiveis estratégias para o controle racional de hospedeiros
intermediarios d&. mansonfSAMBON, 1907), através do uso de produtos naturais oriundos
da imensa diversidade botéanica brasileira.

Alguns estudos para verificacdo de atividade moluscicida foram realizados com
Ouratea fieldingiana (Ochnaceae) e “batiputd” (ROUQUAYROL1984; KLOSS &
MCCULLOUGH, 1983; SOUSA et al.,1970).

Devido a grande importancia do controle de moluscos hospedeifsna@nsonios
resultados obtidos com outras espécies do gé@deratea e disponibilidade de colaboragéo
para fazer testes de atividade molucicida de extratos de plantas, resolveu-se fazer o estudo
com extrato®. microdonta. O presente estudo tem por objetivos: avaliar o possivel potencial

moluscicida dos extratos @@ microdonta através de bioensaios ddnglabratae verificar
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os efeitos tardios dos moluscos sobreviventes, sobre a reproducdo (numero de massas

ovigeras) e mortalidade.

V.5.1 Avaliacdo do potencial moluscicida deuratea microdonta Qchnaceag sobre
Biomphalaria glabrata (Planorbidae) e verificacdo de efeitos tardios nos moluscos
sobreviventes aos bioensaios

Esta parte do estudo foi feita em colaboracdo com pesquisadores e professores do Instituto

Biologia da UFRRJ-Departamento de Biologia Animal, Seropédica, Rio de Janeiro.

V.5.1.1. Criagcédo e manutenc¢éao de linhagem de Biomphalaria glabrata

Os bioensaios foram realizados com espécimes descendentes, ndo infectadas, de
moluscosBiomphalaria glabrata (Say, 1818) linhagem BH (Belo Horizonte-Minas Gerais)
criados em laboratorio, obtidos junto ao Departamento de Malacologia da Fundacédo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), Manguinhos-RJ.

Os moluscos foram mantidos em aquarios de vidro com agua isenta de cloro por 24
horas, em temperatura ambiente. Adicionou-se nos aquarios, mistura de 1 kg de argila, 500g
de farinha de ostra e 1 colher de carbonato de calcio, para suprir as necessidades dos molusco:s
de ferro e célcio para hemolinfa e concha, respectivamente. Como alimentacédo receberam
alface fresca “in natura”, previamente lavada em solucéo de acido acético 0,05% V/V.

Para prevencdo da colonizacdo por protozoarios, 0os aqudarios e os moluscos foram
lavados periodicamente com solucdo de acido acético 0,05% e posteriormente com agua

corrente.
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V.5.1.2 Avaliacdo Moluscicida

Os experimentos foram realizados no laboratério de Ecologia de Helmintos localizado
no Departamento de Biologia Animal — Anexo Il (Pavilhdo Hugo de Souza Lopes), Instituto
de Biologia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ.

Os testes para verificagdo da atividade moluscicida consistem basicamente na
introducéo de substancias ou extratos de plantas em um recipiente que contenha os moluscos,
observando-se posteriormente o percentual de mortalidade dos moluscos com a planta testada.

A Organizag¢do Mundial de Saude (WHO, 1995) recomenda um método padrdo para o
screening da atividade moluscicida em laboratério (MARSTON & HOSTETTMANN, 1991),
porém na pratica é muito dificil devido a diferentes fatores, entre eles o local de manutencéo
dos moluscos, e a qualidade da agua (HOSTETTMANN, 1985). Neste estudo utilizou-se um

método modificado e adaptado de Silva, 2002.

V.5.1.3 Preparo das amostras

Foram preparadas solucdes estoque contendo 100mg/L (100 ppm) dos extratos:
Ouratea Microdonta Particio Metanol Folha (OMPM-F), Ouratea Microdonta Particdo
Cloroférmio Folha (OMPC-F), Ouratea Microdonta Particdo Acetato de etila Folha (OMPAc-

F) e Ouratea Microdonta Galho Metanol (OMGM).

V.5.1.4 Execucdao do teste

Os bioensaios foram realizados em triplicata, com moluscos de duas classes de
diametro de concha: classe | (4-8 mm) e classe Il (9-13 mm), 0s quais juntamente com seus

respectivos controles foram mantidos sob condicbes experimentais. Para os ensaios cinco
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moluscos de cada classe de tamanho foram transferidos para recipientes contendo 125 mL da
solucéo estoque (100ppm) dos diferentes extratos e mais 3 mL de DMSO (utilizado para
solubilizar os extratos), o numero total de moluscos utilizados pode ser verificado na tabela 16
(pagina 112). O controle foi feito com 3mL de DMSO (Dimetilsulfoxido) e agua isenta de
cloro. Nos testes preliminares, observou-se que a utilizacdo do solvente DMSO nos extratos,
nao acarretou nenhuma reacdo aos moluscos, nao influenciando, assim, nos resultados
obtidos.

Depois de 24 h imersos nas solugdes os moluscos foram transferidos para uma placa
de Petri para verificacdo se respondiam aos estimulos provocados com espatulas e
confirmacdo da mortalidade. Os moluscos sobreviventes foram transferidos para recipientes
contendo agua isenta de cloro e alimentaabbdibitum com alface I(actuca satival..) in
natura, sendo observados em intervalos de 24, 48 e 72h. Procedimento idéntico foi adotado
para o grupo controle. O numero total de moluscos foi registrado e expresso em % de
mortalidade.

Os moluscos sobreviventes aos bioensaios com os eXxdstBMF e OMGM foram
separados em aquarios de acordo com os extratos utilizados e as classes de tamanho.

Estes moluscos foram observados ao longo de 48 dias e durante este periodo foram
alimentadosad libitumcom alfacean natura previamente lavada em solucdo de acido acético
0,05% v/v. Os aquarios eram examinados com intervalos de seis dias para a quantificacdo de

massas ovigeras e a remoc¢do dos moluscos mortos.
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Tabela 16. Numero de espécimesBlemphalaria glabratautilizados nos bioensaios cdn
microdonta.

Concentracdo Extrato  Classe de tamanhoMoluscos/ Triplicata Moluscos/

mg/L dos moluscos  Recipiente concentracao
(mm) *

I 5 X3 15

OMGM I 5 X 3 15

OMPM-E I 5 X3 15

100 ppm I 5 X3 15

I 5 X3 15

OMPC-F I 5 X3 15

I 5 X3 15

OMPAc-F I 5 X 3 15

| 5 X1 5

Controle I 5 X1 5
Total 130 moluscos

* Classe |: 4-8 mm e Classe II: 9-13 mm

V.5.1.5 Andlise estatistica dos resultados

Os resultados obtidos foram analisados para cada concentracédo testada e também nas
classes de tamanho dos moluscos que foram analisados separadamente, por extrato e
comparativamente, entre os extratos, utilizando-se 0s testes de analise de variancia
(ANOVA), e teste de Tukey-Kramer para compara¢des multiplas, pelo programa Graph Pad

Instat ®.

V.5.1.6 Resultados

Os resultados obtidos nos bioensaios realizados com espécinBesglidrata das
classes de tamanho de concha | e Il para verificacdo de atividade moluscicidla de
microdonta no periodo de 72 horas podem ser verificados na Tabela 17 (pagina 113).

Em até 48h, o extra®MGM determinou 13,4% de mortalidade para os moluscos da

classe | e 40,0% para os moluscos da classe Il. Com o eQivi®-F verificou-se 6,7% de
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mortalidade para os moluscos da classe I. Entretanto, ndo foi verificada mortalidade para os
moluscos da classe Il. O extradPC-F determinou 13,3% para os moluscos da classe | e
6,7% de mortalidade para os moluscos da classe Il. J& com o &tt&ac-F verificou-se
6,7% de mortalidade para os moluscos da classe I. Porém, ndo se observou mortalidade para
0os moluscos da classe Il. Estes resultados foram considerados inferiores ao padréo
estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1993) que estabele uma mortalidade
acima de 90% para que uma planta seja considerada com potencial moluscicida nas
concentracdes de 20ppm para substancias puras e 100ppm para extratos.

Tanto os extrato® MPC-F e OMPAc-F, quanto os extratodMGM e OMPM-F, nao
apresentaram elevados percentuais de mortalidade, nas primeiras 24 horas de observacao. C
gue motivou a continuacédo das observacdes por um periodo de tempo maior para verificar a

possibilidade de efeitos tardios nos moluscos sobreviventes aos bioensaios.

Tabela 17. Percentual de mortalidade Biemphalaria glabrataexposta aos extratos (e
microdonta durante a realiza¢g&o dos bioensaios.

Extratos

Tempo (h) Controle OMGM OMPM-F OMPC-F OMPAc-F

Classes de diametro de concha (mm)**

I Il I Il I Il I Il I Il
24 0,0 00 6,7 13,3 00 00 6,7 00 0,0 0,0

48 0,0 00 6,7 26,7 00 00 00 00 0,0 0,0

72 0,0 00 00 0,0 6,7 00 6,7 6,7 6,7 0,0

Total (%) 0,0 0,0 13,4 40,0 6,7 0,0 13,4 6,7 6,7 0,0

** Classe | — 4-8 mm e Classe Il — 9-13 mm

Os efeitos tardios dos extrat®dMGM e OMPM-F sobre a taxa de mortalidade dos

moluscos sobreviventes aos bioensaios agrupados nas duas classes de tamanho podem se
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verificados nas Figuras 56 e 57 (pagina 114). Os maiores percentuais de mortalidade, ao final
do periodo de observacéo, foram verificados entre os moluscos da classe Il (9-13mm) para

ambos 0s extratos testados.

>0 OMGM

20
15
10
1l
0 6 12 18 24 30 36 42 48 Total (dias)

B4-8mm 09-13mm BControle 4-8mm ®Controle 9-13mm

o

Figuras 56. Percentual de mortalidade Biemphalaria glabrata(Classe | e I) exposta ao extrato
OMGM e grupo controle durante 48 dias de observacao.
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Figuras 57.Percentual de mortalidade &omphalaria glabrata(Classe | e I) exposta ao extrato
OMPM-F e durante 48 dias de observacéo.

A andlise estatistica da taxa de mortalidade tanto por classe de diametro de concha

guanto por extrato utilizado néo evidenciou diferenca significativa (Tabelas 18 e 19, pagina
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115). Esses resultados sdo semelhantes aqueles obtidos por Xavier (2010) a partir da
observacao, durante 60 dias, de moluscos sobreviventes aos bioensaios com extratos aquoso:s
de Solanum lycocarpuft. Hil. (Solanaceae).

Tabela 18. Analise estatistica por classe de diametro de concha da taxa de mortalidade dos
moluscos sobreviventes ao bioensaio durante 48 dias de observacgao.

Diametro da concha

Tratamentos Classe | (4-8mm) Classe Il (9-13mm)
X+SD X+SD
OMGM 2,57 + 3,850 4,93 + 8,064
OMPM-F 4,44 + 5764 6,67 + 15,644
Controle 2,97 +6,76% 1,48 + 4,433

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si

Tabela 19. Analise estatistica por extrato da taxa de mortalidade dos moluscos sobreviventes
ao bioensaio durante 48 dias de observacéo.

Extratos utilizados

Diametro da concha OMCM OMFPM
X+SD X+SD
Classe | (4-8 mm) 2,57 + 3,850 4,42 + 5,728
Classe 1l (9-13 mm) 2,97 + 6,761 2,97 +6,76F

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si.

A comparacgao dos resultados apresentados neste trabalho com aqueles obtidos por
Xavier (2010) é relevante porque, embora sejam plantas de familias diferentes, ndo foram
encontrados trabalhos com o enfoque para a atividade moluscicida decrodonta,
tampouco a observacao tardia, de moluscos submetidos aos extratos dessa espécie vegetal
Dessa forma, o presente estudo se constitui em um trabalho pioneir®.concrodonta
visando o controle de B. glabrata.

De acordo com a figura 58 (pagina 116), os moluscos da classe | expostos ao extrato
OMPM-F realizaram um numero menor de posturas quando comparados aos moluscos

expostos ao extrat® MGM e do grupo controle. Os moluscos submetidos ao extrato
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OMGM apresentaram oviposicdo tardia, somente a partir do 30° dia de observacao, em
relacdo aos moluscos submetidos ao extrato OMP&dé grupo controle.

Na Figura 59 (pagina 116), observa-se que os moluscos da classe Il do grupo controle
realizaram um numero menor de posturas quando comparados aos moluscos submetidos aos
extratos OMGM e OMPM-F e que os moluscos submetidos ao ext@MFM-F so6

realizaram posturas a partir do 12° dia de observacao.

25

20
1
| |
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12 18 42 48

24 . 30 36
(dias)
"OMGM ®=OMPM-F Controle

Ne° de posturas)
1] =) T

[=]
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Figuras 58. Numeros de posturas realizadas Pmmphalaria glabrata(classe |) expostas aos
extratofOMGM, OMPM-F e grupo controle durante 48 dias de observacgéao.
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Figuras 59. Numeros de posturas realizadas Pmmphalaria glabrata(classe IlI) expostas aos
extratosOMGM, OMPM-F e grupo controle durante 48 dias de observacao.
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A andlise estatistica ndo evidenciou diferenca significativa para o numero de posturas
realizadas pelos moluscos sobreviventes aos bioensaios ao longo de 48 dias de observacac
tanto por classe de diametro de concha quanto por extrato utilizado; tdo pouco dos grupos
testados com o grupo controle, conforme verificado na tabela 20 (pagina 117).

Tabela 20. Numero de massas ovigeras liberadas Booglabrata sobreviventes aos
bioensaios com O. microdonta durante 48 dias de observacéao.

NUmero de massas ovigeras/Diametro da concha **

Classe | Classe Il
Tratamentos
X +SD X +SD
OMGM 9,22 + 10,946 16,57 + 11,293
OMPM-F 8,67 + 5,568 14,44 + 11,643"
Controle 13,33 + 8,7034 13,44 + 10,076

** Classe | — 4-8 mm e Classe Il — 9-13 mm
Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05)
Letras minUsculas representam a comparacgao por extrato e letras mailsculas entre os extratos.

Devido a escassez de trabalhos cientificos envolvendo a utilizag@dondigrodonta
em bioensaios para a avaliagao de atividade moluscicida, utilizou-se artigos que propuseram o
mesmo objetivo do presente estudo, no entanto, utilizando outras espécies vegetais.

Biomphalaria glabrata quando submetida aextrato hexanico deAnacardium
occidentaleL. (castanha-de caju) apresenta reducdo de 2,5 a 7 vezes o nimero de massas
ovigeras/molusco, em relacdo ao grupo controle (SOUZA, 1992).

Mello-Silva (2005) utilizou a Cig deE. splendensar. hislopii para avaliar a biologia
reprodutiva deB. glabratasobrevivente ao bioensaio, durante cinco semanas. Verificando
uma reducédo de 52,01% no numero total de massas ovigeras do grupo tratado para 0 grupo
controle.

Analogamente, aos trabalhos de Souza (1992) e Mello-Silva (2005), o presente estudo

verificou que a partir, do 36° dia, que o grupo controle da classe |, apresentou maior nimero
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de massas ovigeras, quando comparado aos grupos testados. Embora, os resultados néc
tenham apresentado diferenca significativa.

Com os moluscos da classe I, verificaram-se 0os maiores niumeros de massas ovigeras,
guando comparados ao grupo controle, de mesma classe de tamanho. Resultados semelhante
foram obtidos por Corréa (2006), que avaliou a biologia reprodutitta dmbrataapos 24h
de observacdo, em bioensaios com extratos a 100ppm obtido com o po6 da casca do caule de
Pterodon emarginatus(Vogel) e Croton urucurana (Baill) Neste trabalho realizado
(CORREA, 2006) 0os moluscos expostos ao bioensaio apresentaram um maior nimero de
massas ovigeras durante as oito semanas de observacdo, quando comparados com 0 grup

controle.

V.5.1.7 Conclusodes

Os extratos d®MGM (Ouratea microdont&alho Metanol) eOMPM-F (Ouratea
microdonta ParticAo Metanol Folha) ao longo de 72 horas, apresentaram baixa atividade
moluscicida. Foi verificada pequena influéncia dos extratos sobre o percentual de
mortalidade, e reproducdo (numero de massas ovigeras) dos moluscos sobreviventes aos
bioensaios. Contudo, este é o primeiro registro da utilizacdo desta espécie vegetal em
bioensaios para avaliacdo da atividade moluscicida e novos testes com outras partes da planta

precisam ser realizados.
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V.6 Artigos publicados da Ouratea microdonta
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ANEXOS

Anexo C.Biflavonoids and terpenoids isolated from the lease®uratea microdont&Engl.
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120



BIFLAVONOIDS AND TERPENOIDS ISOLATED FROM THE LEAVES
OF Ouratea microdonta Engl. (OCHNACEAE)

MARIO G. DE CARVALHO?", Luiz RoBERTO M. DE ALBUQUERQUE®, LUCIANE DE S. MENDES?, GISELLE M. S.

P. GuiLHON® AND SiLvaNE T. RODRIGUES®

(Received Septiembre 2008; Accepted October 2008)

ABSTRACT

From the leaves of Ouratea microdonta Engl. (Ochnaceae) sitosterol, stigmasterol,
lupeol, a- and B-amyrin, 4-methoxy-2,5-dihydroxy-benzoic acid, and the biflavo-
noids, agathisflavone, 7”-methyl-agathisflavone, and amentoflavone were identified.
Their structures were established by NMR spectral data analysis, comparison with
literature data and with authentic samples.

Key words: Ouratea microdontha, Ochanceae, biflavonoids, terpenoids.

RESUMEN

De las hojas de Ouratea microdontha Engl. (Ochnaceae) fueron aislados sitosterol,
estigmasterol, lupeol, a- y B-amyrina, acido 4-metoxi-2,5-dihidroxi-benzoico, y los
biflavonoides, agatisflavona, 7”-metil-agatisflavona, y amentoflavona. Las estructu-
ras fueron establecidas usando interpretacién de datos espectrales de RMN asi como
por comparacion con los datos de la literatura y con una muestra autentica.

INTRODUCTION

Previous phytochemical and pharmaco-
logical investigations of Ouratea species
(Ochnaceae) have shown the presence of
terpenoids, isoflavonoids, flavonoid gly-
cosides and more frequently biflavonoids
which are considered as chemical markers
for this genus (Suzart et al, 2007). DNA
topoisomerase inhibition, cytotoxic and
antitumoral activities of biflavonoids (Car-
valho et al., 2002; Grynberg et al., 2002;
Daniel et al., 2007) have been described

as well as other pharmacological activities
of extracts from Ouratea species (Cortes et
al., 2002; Gongalves et al.,, 2001; Sampaio
and Oliveira, 1975). This paper describes
the first phytochemical study of Ouratea
microdonta, as an additional source of bi-
flavonoids, that shows antitumor activity
on human cancer cell lines (Daniel et al,
2007; Grynberg et al., 2002; Carvalho et
al., 2002).

#'Departamento de Quimica, ICE-Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 465 KM. 07, 23890-
000-Seropédica-RJ, Brazil; Fone/fax:(21)2682.2807; e-mail: mgeraldo@ufrrj.br

"Faculda de de Quimica -ICEN, Universidade Federal do Para, Belém-PA-Brazil,

‘Embrapa Amazonia Oriental, Beléem-PA.
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EXPERIMENTAL
General Procedure

Melting points have not been corrected. 'H
(200.0 MHz) and **C (50.3 MHz) NMR spec-
tra were recorded on a Briiker AC 200 spec-
trometer using DMSO-d,, D,COD or CDCI,
with TMS as internal standard. Column
chromatography with silica gel (Vetec and
Aldrich 0.05-0.20 mm) and Sephadex LH-
20 (Sigma, USA); for silica gel TLC plates
w/UV254, aluminum backed (Merck and
Sorbent) were used to analyze the fractions
collected from column chromatography
(CC) with visualization under UV (254 and
366 nm), with AICI-ETOH (1%), Lieber-
man-Burchard and/or Godin reagents or
exposure to iodine vapor.

Processing of the Plant Material

The leaves and branches of Ouratea micro-
donta Engl. (Ochnaceae) were collected in
the Marajo Island, municipality of Soure,
State of Para, Brazil. It was identified by
Silvane T. Rodriguez, a voucher specimen
(N° IAN-21438) was deposited at the her-
barium IAN of Embrapa Amazoénia Oriental,
Belém, Paréa, Brazil.

The dried and powdered leaves (1.0
Kg) were extracted with methanol at room
temperature and the solvent was removed
under vacuum furnishing a residue named
OMF (250.0 g). The crude methanol residue
(200.0 g) was submitted to CC on silica
gel with C.H ,, CHCL,, AcOEt and MeOH
yielding the fractions OMFH (3.0 g), OMFC
(20.6 g), OMFACc (6.5 g) and OMFM (60.0 g),
respectively. These fractions were analyzed
by TLC plate and fractionated on silica gel
and/or Sephadex LH-20 column using ade-
quate eluents. The subfractions analysis let
us to identify steroids, triterpenes, a ben-
zoic acid derivative and three biflavonoids.
The fraction OMFH was chromatographed
on a silica gel column eluted with hexane
and increasing the polarity with CHCI, to

Hexane:CHCI, (7:3). Twenty fractions were
collected and analyzed by TLC plate. Frac-
tions 5-10 furnished a mixture of lupeol,
o~ and B-amyrin (1 + 2 + 3, 30.5 mg, con-
taining 3 as principal component) and the
fraction 11-13 yielded only B-amyrin (3, MP
256-258 °C, 50.6 mg). OMFC was fraction-
ated on a silica gel column using mixtures
of hexane methanol in increasing polarity to
methanol 100 %. The first fractions (2-10)
vielded a precipitate identified as a mixture
of sitosterol and stigmasterol (4+ 5, 20.0
mg); fractions 12-15 was crystallized from
methanol to yield the triterpene lupeol (1,
10.0 mg); fractions 20-25 yielded a gum
identified as 4-methoxy-2,5-dihydroxy-ben-
zoic acid (6, 50.6 mg). Fraction OMFAc was
fractionated on a silica gel column using
mixtures of CHCl, and MeOH; forty frac-
tions were collected and analyzed by TLC
plate. Three groups of them (7-10, 13-20,
25-30) were revealed with AlCI, indicating
the presence of flavonoids. Those groups of
fractions were filtered on Sephadex LH20
and yielded biflavonoids, agathisflavone
(7, 15.0 mg), 7”-methyl-agathisflavone (8,
20.0 mg) and amentoflavone (9, 12.0 mg),
respectively. The same procedure was used
with the fraction OMFM and the first frac-
tions yielded agathisflavone (7).

RESULTS AND DISCUSSION

The chromatographic fractionation of the
extracts from the leaves of Ouratea micro-
donta let to isolation and identification of
the mixture of lupeol o- and B-amyrin (1
+ 2 + 3), a mixture of sitosterol and stig-
masterol (4 + 5), 3,5-dihydroxy-4-methoxy-
benzoic acid (6) and three biflavonoids, ag-
athisflavone (7), 7”-methyl-agathisflavone
(8) and amentoflavone (9). The structures
of the substances were proposed from 'H
and "*C NMR spectra analysis.

The 'H NMR spectrum of the mixture of
triterpenes (1-3) shows signals at §, 5.19
and 5.15 (t, H-12, 2 and 3), 4.68 and 4.57
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(br s, of H-29a and H-29b, 1), 3.18 (m, H-
3, 1+2+3), 2.39 (m, H-18 and 19, 1+2+3),
1.91 (m, H-11, 2+3), 1.67 (s, H-30, 1) and
signals at §,, 1.26 and 1.14-0.74 of methyl
groups. The analysis of *C NMR spectra
(BBD and DEPT) of compounds 1-3 using
the same procedure of Olea and Roque
(1990), the comparison with spectra data
of literature for these substances (Ahmat
and Atta-ur-Rahman, 1994; Sobrinho et al.,
1991; Carvalho et al., 1994) and the analy-
sis by TLC, let us to confirm the mixture of
these compounds.

The 'H NMR spectrum of 4 + 5 shows
signals at 6, 5.37 (br d, H-6, 4 and 5), 5.15
(m, H-22, 23, 5), 3.50 (m, H-3, 4 and 5),
2.20-1.0 (m), 1,01 (s), 0.94 (d), 0.88-0.77
(m), 0.70 (s). A sample of the mixture 4 +
5 was compared by TLC with these sub-
stances isolated from Jatropha eliptica,
and from Ouratea floribunda (Goulart et
al., 1993; Carvalho et al., 1994).

The '*C NMR spectra of 6 (in DMSO-d,)
shows signals at 8. 186.8 (COH), 157.3
(=C-0x2), 152.3(=C-0), d, 107.3(=CHx2)
and & at 56.7 (H,C-O) compatible with
benzoic acid containing two hydroxyl and
one methoxyl groups. The signals detected
atd, 5.9 (s, 2H), 3.8 (s, 3H) in the '"H NMR
let us to propose the structure of 3,5-di-
hydroxy-4-methoxy-benzoic acid for 6 that
were similar to those of literature (Saxena
et al., 1984). The difference in those data
is according to the solvents effects (Scott,
1972; Saxena et al., 1984). The anti-an-
giogenic activity in endothelial cells of this
compound, known as 4-OMGA has been
previously reported (Saxena et al., 1984).

The analysis of 'H NMR (including
'Hx'H-COSY) and *C NMR (BBD and DEPT)
spectra of 7, let us to identify two AA'BB’
systems from the signals at 5, 7.89 (d, 8.0),
6.94 (d, 8.0), 7.54 (8.4),6.73 (8.4) and at J_,,
128.9,116.1, 128.3, 116.1. The s singlet at
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8, 13.54 and 13.31 (HO-5), 6.34 (1H), 6.58
(1H) and 6.66 (2H) in the '"H NMR spectrum
and the signals at §_, 102.9 (C-3), 103.0 (C-
3),93.8 (C-8) and 98.9 (C-6) in the 13C NMR
spectra, were compatible with the struc-
ture of two flavone moieties with the link
C-6—C-8 (Suzart et al.,, 2007). These data
and the additional signals of quaternary
carbons detected in the *C NMR spectra
were compared with those of the compound
isolated from Ouratea hexasperma (Daniel
et al., 2005; Moreira et al., 1999) let us to
identify 7 as agatisflavone. Twenty mg of 7
was dissolved on methanol and excess of
diazomethane solution in ether was added
to obtain the tetramethyl derivative 7a [3,;:
13.11 (s, 1H), 13.06 (s, 1H), 7.90 (d, 8Hz,
2H), 5.52 (d, 8Hz, 2H), 7.05 (d, 8Hz, 2H),
6.85 (d, 8Hz, 2H), 6.67 (s, 1H), 6.66 (s, 1H),
6.57 (s, 1H), 6.53 (s, 1H), 3.92, 3.86, 3,82,
3.80 (4xs, 3H)]. This derivative was used to
confirm the proposed biflavone structure.

The biflavone 8 show the NMR spectra
similar to those of 7 containing an addi-
tional signal of methoxyl group at 5, 3.88.
These data and mp 226-228 °C were iden-
tical to those of 7”-methyl-agathisflavone,
isolated from Ouratea hexasperma (Daniel
et al., 2005; Moreira et al.,, 1999).

The structure of 9 was proposed by the
analysis of 'H and '*C (BBD and DEPT) NMR
spectra. The 'H NMR spectra presented two
singlets at 6, 13.05 and 12.98, of HO-5 of
flavone, two doublets at 7.57 and 6.78 (J =
8.6 Hz, 2H), of AA'BB’ system, one ABC sys-
tem represented by the signals at 7.99 (br
d, 8.0Hz, 1H), 8.02 (s, 1H), 7.12 (d, 8.0Hz,
1H), two hydrogen meta coupled [5, 6.17
and 6.45 (d, 2Hz)] and three singlets of 1H
at §, 6.36, 6.68, 6.72. These data and the
carbon-13 chemical shifts were compared
with those of biflavonoids isolated from
Ouratea semiserrata and were identical to
amentoflavone (Velandia et al., 2002).

These proposed structures were con-
firmed by comparison with authentic
sample of agathisflavone, 7”-metilagathis-
flavone and amentoflavone by silica gel TLC
plate using CHCL /H,CCOCH, (7.5:2.5) and
CH,CIl,/MeOH (7:1) as eluents.
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CAPITULO VI

CONTRIBUICAO AO ESTUDO FITOQUIMICO DE SAUVAGESIA
ERECTA (OCHNACEAE)

Fonte: disponivel em:www.PIansystematics.org
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VI.1 Revisado de literatura

VI.1.1 Aspectos botanicos e generalidades sobre a caracteristicas do género Sauvagesia

A espécie do génei®auvagesia L& pantropicak pertence a familia dachnaceaeO
géneroSauvagesia Linclui cerca de 37 espécies, sendo que 20 ocorrem no Brasil (Sastre
1997). As espécies deste género possuem geralmente galhos vermelhos, com folhas
lanceoladas e com margem nitidamente serreada, estipulas axilares, opostas muito ciliadas, as
flores apresentam-se isoladas, alvas nas cores branca e rosa e seus frutos possuem forma d
capsulas (SALVADORteal., 2005 e 2010).

Sauvagesia erecta (Figura 60, pagina 187onhecida popularmente como “Erva de
Sao Martinho” sendo empregada na medicina popular como adstringente, contra oftalmias,
diarreias, servindo também como diurético, e comumente utilizado também na forma de
infusdo contra a tosse, bronquite e resfriados

Esta planta possui caule sub-cilindrico, glabrdydelbrevissimo pecioladas, inteiras,
lanceoladas, agudas, serreadas, membranaceas, espessadas na margem, de 9-22 mm
comprimento e 2-8 mm de largura; estipulas opostas muito ciliadas; flores isoladas, de 2-3 na
axial da folhas; flores alvas, com pedicelos de 6-12 mm de comprimento, glabros e curvos, 5
sépalas ovaladas, com 3-5 mm de comprimento membranaceas (SALVADIDR2005 e
2010).

A realizacdo do estudo quimico desta espécie poderia revelar a presenca de
flavondides e biflavonoides, ja que a famiehnaceaepossui um grande potencial para
bioproducdo desta classe de compostos, aléem de outras substancias com importantes
atividades farmacoldgicas.

Até o momento na literatura existe apenas um trabalho sobre o estudo quimico do
espécie em questdo (ALEXISt al., 1971) e neste foram identificados os flavonoides
glicosilados; vitexina (1), vicenina-2 (1) , isoorientina (lll) e orientina (IV) (Figura 61, pagina
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128). Estes compostos foram isolados por cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP) e identificados comparando-se os fatores de retencédo, por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), das substancias isoladas com padrdes puros e espectrofotometria
de ultra violeta. Desta forma preveu-se realizar o primeiro estudo fitoquimico desta espécie,
utilizando técnicas cromatograficas e andlise por espectroscopia de ‘Rval °C,
Infravermelho (IV) e CG-EM das estruturas dos constituintes quimicas isolados de

Sauvagesia erecta.

Figura 60. Sauvagesia erecta (Fontes: Disponivel em: www. Plantsystematicenwg scoth.ots.unicamp.br)
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|. Vitexina Il. Vicenina-2

I1l. Isoorientina IV. Orientina
Figura 61. Constituintes quimicos identificados em Sauvagesia erecta.
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VI.2 Isolamento e purificagdo dos constituintes quimicos de Sauvagesia erecta

O espécime d8auvagesia erecta utilizado neste estudo foi coletado no municipio de
Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil, e excicatd {672) encontra-se depositada no Herbario
OUPR-UFOP.

Neste estudo foram utilizadas o caule e folhas da espécie. As partes secas e moidas
(560,0g) foram submetidas a extracdo por maceracao dinamica com diclorometano e metanol.
A remocéao do solvente foi feita através de destilacdo sob pressao reduzida em evaporador
rotativo a temperatura de 6, obtendo-se os residuos denomina8asgvagesiaErecta
Diclorometano, SED (10,5@ Sauvagesid&rectaMetanol, SEM(55,0q9).

O extrato bruto 8uvagesigrectaDiclorometano $ED) (10,5g) foi filtrado em um
funil de separacdo de 2,0 L empacotado com silicagel, ¢;@&dorisil®, sendo eluido em
com hexano, cloroférmio e metanol, em ordem de polaridade crescente fornecendo
respectivamente, as particd&auvagesiakrecta DiclorometanoFolhas Hexano, SEDFH
(0,179g),Sauvagesid&rectaDiclorometanoFolhasCloroférmio, SEDFC (0,57g),Sauvagesia
ErectaDiclorometanoFolhas M etanol, SEDFM (2,95g). O processo resumido de obtencao
dos extratos, e fracionamento do extr&®D pode ser melhor visualizado no esquema 11

(pagina 130).

129



Sauvagesia erecta
(folhas e galhos)
(560,0 g)

- CH,Cl, (100 %)

- MeOH (100%)

v

r Y

Extrato Diclorometano Extrato Metanol
SED SEM
(10,5 g) (55,0 9)

FM Hex-CHCI,-MeCOH (100%)

Fe- Silicagel/CaCO,/Florisil®

h
SEDFH SEDFC SEDFM
(0,179) (0,57g) (2,959)

- Particdo Hexano - Partigdo CHCI, - Particdo MeOH
Esquema 11. Preparo e particdo dos extratos de Sauvagesia erecta.

VI.2.1 Processamento da Particdo SEDFC

A particAoSEDFC (0,57¢g) foi fracionada em coluna cromatografica empacotada com
silica gel, sendo eluida com gradientes de hexano e acetato de etila, comecando com hexano
100% até acetato de etila 100%, fornecendo 110 fracdes de 50 mL cada. Estas foram
analisadas por CCDA e reveladas com reagente Liebermann-Burchard apresentando
coloracdo variando de rosa a roxo que caracteriza a presenca de terpenos nas fracdes. Apos
esta andlise as fracfes foram reunidas em novas subfraces levando-se em conta, o Fator de
Retencao e a coloracéo apresentada.

A subfracBoSEDFC 44-49(40,0 mg)foi purificada em uma pequena coluna com
silica gel eluida com uma mistura de hexano/acetato de etila (8:2), fornecendo um solido
transparente, solivel em CH(Clidentificado como sendo uma mistura dos triterpenos

sitosterol 1) e estigmasterol2f (25,5 mg), sendo que sua identificagéo foi possivel apos
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comparacao por CCDA dos tempos de retencdo (TR) com padrao conhecido de sitosterol e
estigmasterol, além da andlise dos dados de Bt mistura comparados com a literatura
(KOJIMA et al, 1990).

A subfracdoSEDFC 55-60(68,0mg) foi submetida a cromatografia em coluna com
silica gel como fase estacionaria e hexano/acetato, como fase mével, forneceu 12 fracdes de
50 mL as fracdes 4-9 (28,0 mg) foram reunidas e forneceram um solido branco, solivel em
CHCI;. Este sdlido foi Identificado como sendo uma mistura dos triterpenos Liyen! (
amirina @) e B-amirina §). Sua identificacdo foi realizada por analise de espectroscopia de
RMN *H e comparacdo com a literatura e por CCDA com padrdes das substancias,3)upeol (
a-amirina @) ep-amirina 6), isoladas em outros trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa
de produtos naturais da UFRRJ.

As fragcdes 50-53, 62-70 e 74-76 foram reunidas em uma sSubfRERE-C-P
(152mg) a qual foi adicionado metanol, ocorrendo a formacgéo de um precipitado branco.
Apés a filtracdo da subfrac@EDFC-P foi possivel separar o precipitado, soluvel em
piridina (45,0 mg, pf. 200-216C), identificado como sendo o triterpeno conhecido como
acido ursolico ). A identificacéo foi feita analisando-se os espectros de RMM ae™*C
(DEPTQ) e comparando esses dados com os encontrados na literatura para o acido ursolico
(KRIWACKI & PINTER, 1989). O processamento resumido da partBB®FC pode ser

visualizado no esquema 12 da pagina 132.

131



SEDFC
(570 mg)

cC
FM Hex-AcOEL (100%)
FE: Silicagel

110 fragdes (50 mL cada)

v
SEDFC 44-49 SEDFC 50-53,
(40,0 mg) 62-70, 74-76
(152,0 mg)

CcC

FM‘ Hg?(-AcOEt (8:2) SEDFC 55-60 - MeCH
FE: Silicagel (68,0 mg) - Filtragao

r Y
FM Hex-AcOEt (7:3)
1+2 . ‘ 6 l
(25,5 mg) ‘FE_ Silicagel (45,0 mg)
" 3+44+5 n i
X (28,0 mg) N
‘ ot ’ . . . -I- [". ""‘s.tl:':ﬂi
‘) "/'..._..I K)-‘_._.-{.._E_
! ! / 2 6
e "\:T P - -'I .
n:/‘l"' : , ) .‘)I.. T / ' 5
A P

3

Esquema 12. Fracionamento da particdo SEDFCSauvagesia erecta.

VI.2.2 Processamento da particdo SEDFM

A particABoSEDFM (2,959) foi processada por cromatografia em coluna de silica gel
obtendo-se 200 fragbes de 50 mL cada. Foram utilizados os solventes hexano, acetato de etila
e metanol em grau crescente de polaridade comecando com hexano até metanol (100%). As
fracbes 1-25 e 30-35 foram reunidas e novamente purificadas em coluna de silica gel com
eluicdo isocrética utilizando uma mistura de hexano-acetato de etila (9:1), obtendo-se 20
fracdes, reunidas ap0s serem analisadas por CCDA, e revelacdo com Liebermann-Burchard da

seguinte forma: 1-8, 9-13, 14-16, 17-20. Em todas as fracdes analisadas com Liebermann-
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Burchard foi verificada uma coloracdo variando de rosa-roxo indicando a presenca de
terpenos, exceto as fracbes de 17-20.

A subfracdo 14-16 forneceu um precipitado branco solivel em metanol (5,4 mg),
sendo que a analise em CCDA revelou a presenca de uma mistura de 4 compostos, tornando-
se muito complicada a sua purificacdo, desta forma esta fracéao foi desprezada.

A subfracdo 17-20 foi filtrada em coluna empacotada com sephaHe0 eluida de
forma isocratica com uma mistura de metanol (MeOH) e cloroformio (§HEI1) e
forneceu a subfragdo SEDFM-7 (10,0mgQ)

As fracbes 40-48 e 50-70 foram reunidas apos analise por CCDA e cromatografadas
em coluna de silica gel utilizando como eluente uma mistura de hexano-acetato de etila na
proporcdo de 8:2 (hexano/acetato) fornecendo 30 subfracbes e entre elas a subfracéo
SEDFM-17 (18,0mg).

As subfracdeSEDFM-7 (10,0mg) eSEDFM-17 (18,0mg) ap0s serem analisadas por
CCDA e reveladas com solucdo de AFEIOH (1%), foram reunidas e fracionadas por
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) usando como eluente uma mistura de
CHCI3/MeOH (7:3). Este procedimento forneceu um solido amorfo levemente amarelado
(13,0mg) que foi identificado como a isoflavona 5-#jtetoxisoflavond7, pf. 158-160°C).

A estrutura desta substancia foi determinada através da analise dos dados espectroscépicos de
RMN *H e *C e comparacéo com dados da literatura (AGRAWAL .et18189)

As fragdes 130 - 200 foram analisadas por CCDA e reveladas com solugao de cloreto
de aluminio, sendo que a coloracdo amarelada sugere a presenca de compostos fendlicos,
foram entdo reunidas e cromatografadas em coluna empacotadas com Sephadex LH-20,
obtendo-se subfragdes com comportamentos muito semelhantes, porém em quantidades muito
diminutas. Algumas destas fracdes foram encaminhadas para anélise porHRMis
tentativa de se encontrar um composto majoritario, o que néao foi observado. No esquema 13

(pagina 134) encontra-se um resumo do trabalho de fracionamento da particdo SEDFM

133



SEDFM
(2959)

cC

FM: Hex/AcOEYMeOH
FE: Silica gel

(250 fragdes)

A4

L 4

1-25 + 30-35 '

CcC
FM: Hex:AcOEt

FE: Silica gel y
L 4 40 + 48 4' 50 + 59 l
Y ¢

v
[ 1-8 ] [ 9-13 ] [ 14-16 ] [ 17-20] FM: Hex:AcOEt

FE: Silica gel

FM: MeOH:CHCI,
FE: sephadex LH-20

;\ r—q
SEDFM7 SEDFM17
10,0mg 18,0mg

CCDP

FM: CHCI;:MeOH (7:3)

L 4

7
(13mg)

Esquema 13. Fracionamento da particdo SEDB#&ISauvagesia erecta.

VI.2.3 Processamento do extrato metandlico da Sauvagesia erecta - SEM

O extrato bruto metanolico dgauvagesia erecta, SEN65,0qg), foi cromatografado
em coluna de silica gel do tipo flash, e eluido de forma gradiente utilizando com solventes
acetato de etila e metanol, comecando com acetato de etila (100%) até metanol (100%),
obtendo-se 100 fracdes de 50 mL cada. ApoOs analise por CCDA as fracdes de 5-15 foram

reunidas em uma uUnica subfracdo, a esta foi adicionado metanol resultando na formacao de
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um precipitado branco insoluvel, que foi filtrado a vacuo resultando em um sélido branco
soluvel apenas em piridina. A identificacdo deste soélido branco foi possivel pela analise
espectroscopica de RMM e °C e comparacdo com os dados da literatura (KOJAL,

1990), sendo assim identificados como uma mistura dos esterdides glicosilgdo$3-B-
glicopiranosil sitosterol &) e 38-O-p -D-glicopiranosil estigmasteroB) (60,0mg, pf. 300-
302°C).

As fracbes 25-32 e 40-46 foram reunidas originado a subfracdo SEM-46, esta foi
recromatografada em coluna de silica gel, eluida de forma gradiente com diclorometano
(CHCI,) e metanol (MeOH) até 100% metanol, obtendo-se 20 fracbes de 50 mL cada. A
subfracdo 8-12 (50,0mg) foi submetida a filtracdo em uma coluna com sephadex LH-20 e
forneceu um solido amarelo solavel em DMSO, identificado apds analise e comparacao dos
dados dos espectros de RMN 1D e 2D obtidos com os encontrados na literaturagtzad©OU
2005), como sendo o flavondide glicosilado vitexi@8)((10,4mg). A subfracdo 15-18 foi
submetida a filtracdo em sephadex LH-20 e resultou em uma mistura das substancias (11 e
12), estas ainda se encontram em processo de andlise para determinacdo de suas correta
estrutturas e devem ser adicionadas a publicacdo do artigo sobre este eSpéniectal).

Todo o trabalho de fracionamento do extrato metanolic®. @eecta esta representado

no esquema 14 (pagina 136).
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SEM

(55,0 9)

-CC
- FM: AcOEt-MeOH
- FE: Silica gel

A 4

Y

‘ Fracao 5-15 '

- MeCH
- Filtragao

Y

8+9
(40 mg)

Esquema 14. Fracionamento do extrato metandlico de Sauvagesia erecta - SEM

Fragao

CCDA h 4

20-25

AICL (1%)  Fracéo
40-46

Y

SEM-46
(500 mg)

-CC
- FM: CH,CI,/MeCOH
- FE: Silica gel
Y ¢
Subfragao Subfragao
8-12 15-18
- FM: MeOH - FM: MeOH
- FE: Sephadex LH-20 - FE: Sephadex LH-20

h 4
(10)
10 mg
o
e )

hJ
(11 +12)
8 mg
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VI.3 Constituintes Quimicos Isolados de Sauvagesia erecta

As estruturas quimicas dos compostos isolado$.derecta neste trabalho, estédo

representadas na Figura 62 (pagina 137).

9: 22,23-diidro

Figura 62. Constituintes isolados de S. erecta
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VI.4 Determinacédo estrutural dos constituintes isolados de S. erecta

VI.4.1 Identificacdo das substancias (1) e (2) (mistura de sitosterol e estigmasterol)

A mistura das substancids e 2 (sitosterol e estigmasterol) ja foi identificada e
discutida nos capitulos anteriores. Os sinais do espectro de'RNfigura 63, pagina 138) e
a comparacao da mistura de+ 2 através de CCDA utilizando as substancias isoladas e
discutidas anteriormente confirmam a proposta inicial. Ou seja as substARciassao 0s

triterpenos sitosteroll] e estigmasteroR}

1 2
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Figura 63. Espectro de RMN d#1 (200 MHz, CDC}) das substancias 1 e 2 (sitosterol e
estigmasterol)
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VI.4.2. Identificacdo das substancias 3, 4 e 5 (lupeokamirina, p-amirina)

A identificacdo do solido branco soluvel em CEGbtido da particdo diclorometano
de Sauvagesia erecta como sendo a mistura dos terg&ndse 5 (pf. 180-185C) foi
realizado utilizando-se os dados obtidos no espectro de RMNigura 64, pagina 140). A
presenca dos sinais dos hidrogénios olefinicos &m4,67 (d, J=2,15Hz) &y 4,55 (d,
J=1,0Hz) dos hidrogénios H29a e H29b caracteristicos da substafhageol), emdy 5,17
(m) edy 5,11 (m) préprios do hidrogénio (H-12) das substantia$ respectivamente. Além
desses sinais é possivel reconhecer no espectro de’RMH sinais das metilas ligadas a
carbono speman 0,74-1,12 ppm das substanc®s4 e 5 e de uma metila ligada a carbono
spf (H-30) pertencente a substan8i@mah 1,67 ppm, e ainda o multipleto (m) referente ao
hidrogénio carbindlico H-3 de 3, 4 e 5 en318 (m).

A utilizacdo de padrbes dos terpenos lupaedmirina, B-amirina para comparacao
com a mistura d&, 4 e 5por CCDA, a comparagao dos dados obtidos no espectro de RMN
de’H com os encontrados na literatura (OLIVEIRA, 2002; VELLOSO, 1998) e também com
espectros desta mesma mistura ja discutidos no capitulo anterior, permitiu identificar de forma

inequivoca os trés compostos da mistura como sendo |@)ealgmira @) e p-amirina 6).
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VI.4.3 Identificag&o da substancia (6) Acido ursolico

A substancia foi isolada na forma de um soélido branco com ponto de fusdo 250-252
°C. A anélise do espectro de RMN da substancié (Figuras 65 e 66, pagina 143) revelou
sinais emdy 5,48 ppm, relativo ao hidrogénio olefinico H-12 (m) &n8,46 (m) atribuido ao
hidrogénio carbindlico H-3. O sinal do dupleto &y2,62 (d, J=11,3 Hz, 1H) foi atribuido ao
hidrogénio metinico desprotegido H-18. Foram também observados sinais correspondentes as
metilas endy 1,24 (s, Me-23, 3H){4 1,21 (s, Me-27, 3Hy4 1,05 (s, Me-26, 3H)y 1,02 (s,

Me-24, 3H),5y 0,99 (d, Me-29, 3H)5y 0,94 (d, Me-30, 3H)54 0,88 (s, Me-25, 3H) e um
sinal largo em i 5,02 (sl) atribuido ao hidrogénio da hidroxila do alcool secundario (OH-3).

O espectro de RMN DEPTQ (Figuras 67 e 68, pagina 144) apresentou sinais
correspondentes a 30 carbonos distribuidos da seguinte forma; 7 quaternéarios (C), sendo 1
destes sinais atribuido a carbonila (C=0) do &cido carboxilico (-COOH) presente na estrutura
da substanci® (¢ 179,87 ppm, C-28), 7 metinico (CH), 9 metilénicos {Cél 7 metilas
(CH3). Destes, podemos destacar os sinaiseh89,22, atribuido ao C-13sey 125,84 (CH-

12) referentes a dupla ligacdo entre ambos. O valor do deslocamento quimico docC-13 (
139,22) é compativel com 0 esqueleto de triterpeno da série ursano, esse valor deve-se ao
efeitoy de protecdo do grupo metila (&B9) ligado ao carbono 19 (C-19) uma caracteristica
deste tipo de esqueleto triterpénico.

Ap6s a anélise dos dados espectroscopicdsl @eDEPTQ e comparacdo do ponto de
fusdo com valores relatados na literatura (KRIWACKI & PINTER, 1989) permitiram
confirmar a estrutura proposta p&@acomo sendo o acido ursolico (acidg@-Bidroxi-12-

ursen-28-6ico). Os dados estdo apresentados na tabela 21 (pagina 142).
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Tabela 21. Dados de RMRH e **C de 6 comparados com os encontrados na literatura para o
acido ursolico (KRIWACKI & PINTER, 1989).

C Substancia isolada Acido Ursélico
(6) (KRIWACKI & PINTER, 1989)

- oc oH oc oH

1 39,04 39,1 0,95a; 0,12b

2 28,07 28,1 1,82

3 78,08 3,46 (m) 78,1 3,46

4 39,34 39,5 -

5 55,78 55,8 0,88

6 18,75 18,8 1,56a; 1,33b

7 33,54 33,6 1,55a; 1,35b

8 39,92 40,0

9 48,00 48,1 1,62

10 37,24 37,3

11 23,59 23,6 1,94

12 125,60 5,48 (m) 125,6 5,50

13 139,22 139,2

14 42,45 42,5

15 28,65 28,7 1,26a; 2,33b

16 24,87 24,8 2,12a; 1,97b

17 42,45 47,9 -

18 5349 | 263(d J=113Hz 53,5 2,62

1H)

19 39,45 39,5 1,45

20 39,37 39,3 0,93

21 31,04 31,0 1,40

22 37,40 37,5 1,95

23 28,79 1,24 (3H) 28,8 1,23

24 16,56 1,02 (3H) 16,5 1,01

25 15,65 0,88 (3H) 15,6 0,87

26 17,42 1,05 (3H) 17,5 1,04

27 23,98 1,21 (3H) 23,9 1,21

28 179,87 - 179,9 -

29 17,51 0,99 (3H) 17,5 0,98

30 21,41 0,94 (3H) 21,4 0,93
HO-3 - 5,02 (sl) - -

142



Pyridine-d5
8 2 & g2 25 g € bE8AE5 B ERNRETY
~ 4 = ¥ 83 < 3 -55588 dAN3588843y
T oY T Rt St LI
"
' Me-23, 24,
5, 26, 27,
29,30
i 2
1
J J e _'-_JL_.J\\— -I-h_L A
"s0 85 8o 78 7O 65 60 55 850 45 40 35 30 28 20 15 10 08
Chemical Shift (ppm)
Figura 65. Espectro de RMN d#f (500 MHz, Piridina-g) de 6.
g § & 85 8858 @
~ o o aa o oo o
T T TT77? ?°7°7 7
b 9
1 o '
o x
al |® ST T
?
%\- "
b o]
I [
(& ]
b
I
| LA L L L LB LA L LA LN LN LR LEELE B PR B R LALELEL R RLULELELE T T T TTrorr|
30 1.25 1.20 1.15 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 0.4
Chemical Shift (ppm)

Figura 66. Expanséo do espectro de RMN'Hg500 MHz, Piridina-g) de 6.

143



Pyridine-d5

Pyridine-d5

Pyridine-d5

ZECOSL

nmwmu_.
mm:..t
mmqv.ruﬁ
BOES €2
LPEBET
094082
9ora 8T+
0L6L 82
o0 LE
Z9ES £
SLOVLE
86£0 68
ozieeed
0951 Z P
6200841
£664 €5
91855/

are08L—

000 €24+
1964621
0609°SZ 1
BLYSSEL
19E8°CE L
YEZZ'BEL"

D86V L—

06LR°6L—

50

\

\

ul

‘

€13 ——

80 ———

- &2

'
90

|
100

" e “ E'::mh:al Shift (ppm)
Figura 67. Espectro de RMN DEPTQ (500 MHz, Piriding-de 6.

T
150

T
160

17

ZES9'GL—
£E95 91—
SS _.w,h_.w.
¥60S L1

LLSL8L

960V 12—
8065 €2

vvmw.nNW
9.8 ¥i—

09082~
99982~
0L6L827

0 LE—

Z29EG EE—

VHVT L8
SLOV L€~
86E0'6E-,
02.€'66
SLSY'6E ‘\,
6026 6€

095y er—

6200'8y— . ‘ E
_ i

£66¥ £5—"

9L8L'85—

SZJ

92}

622

0€-D

/

[Aan]

— ETD

0z-2

4N

e
e
o

LT YT —— 3

-

6T-D

—52

T

35
Chemical Shift (ppm)

Figura 68. Expansédo do espectro de RMN DEPTQ (500 MHz, Piricihded6.

144



VI.4.5 Identificacdo da substancia 7 (5, 7, 4’ - trimetoxisoflavona)

O espectro de RMN dé&H (Figura 69, pagina 147) da substangaum sélido
amarelado soluvel em CH{  bpresenta dois sinais emt 7,42 ppm (d, 2H, H-2’e H-6") &;:
6,89 ppm (d, 2H, H-3’ e H-5’) que correspondem a um sistema AA'BB' de um anel aromatico
conjugado. Adicionalmente € possivel distinguir mais trés sinais de prétons, 6,33 ppm (d, 1H)
e 6,41 ppm (d, 1H) referentes aos hidrogénios protegidos H-6 e H-8 respectivamente e um
sinal em 7,73 ppm (s, 1H) referente ao H-2. Esta primeira analise sugeriu um esqueleto do
tipo isoflavona, pois nédo foi identificado o sinal do H-3 no anel C, logo a ligacdo entre o anel
C e B deve estar ocorrendo no C-3 do anel C.

O espectro de RMNYC (Figuras 70 e 71, pagina 147-148) apresentou 0s
deslocamentos quimicos para os carbonos aromaticos protegidag €660(ppm) e C-85¢
92,4 ppm), e o sinal edx 113,6 ppm referente aos carbonos C-3’ e C-5’ vizinhos a metoxila,
os carbono C-3 erdc 125 ppm e C-2 erbc 150,1 ppm confirmam a substituicdo do anel C
em C-3 (Tabela 22, pagina 146). E possivel distinguir ainda os sinais &8, 55,6 e 55,2
ppm das metoxilas 4-OMe, 5-OMe e 7-OMe respectivamente. Esses dados foram
comparados com a literatura (AGRAWAIL al, 1989) o que permitiu propor a estrutura da

substancia®) como sendo o flavondide 5, 7, 4'- trimetoxisoflavona.
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Tabela 22. Dados
trimetoxisoflavona).

de RMNH e ®C (200 e 50 MHz) da substancia (5, 7, 4'-

Substéancia (7) Literatura
5, 7, 4-trimetoxisoflavona (AGRAWAL, et al, 1989)
C dc OH dc OH
2 150,1 7,73(s) 150,6 7,73(s)
3 124,5 - 125,1 -
4 175,6 - 174,1 -
5 161,3 - 161,0 -
6 96,0 6,33(d) 96,2 6,36(d, J= 2,R)
7 163,9 - 163,8 -
8 92,4 6,42(d) 92,9 6,46(d, J= 2,R)
9 159,0 - 159,1 -
10 112,5 - 109,1 -
1 124,0 - 124,4 -
2'l6’ 130,3 7,42(d) 130,3 7,42(d, J=8,8)
3/5 113,6 6,89(d) 113,4 6,91(d, J= 8,8)
4 159,5 - 159,4 -
4’-OMe 56,1 3,78(s) 56,1 3,83(s)
5-OMe 55,6 3,88(s) 55,8 3,94(s)
7-OMe 55,2 3,85(s) 55,1 3,89(s)
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VI.4.6 Identificacdo das substancia 8 e 9 (B-O-B-D-glicopiranosil sitosterol e 3p-O-p -
D-glicopiranosil estigmasterol)

O espectro de RMRH (Figura 72, pagina 152) da mistura das substagciag (3p-
O-glicopiranosilf-sitosterol e 3B-O-glicopiranosilB-estigmasterol) apresentou uma série de
sinais entre 3,5-5,1ppm compativeis com uma unidade de carboidrato. Esta unidade pode ser
definida devido a presenca do dubleto &®,04 (d, J=7,6 Hz) que representa o hidrogénio
anomérico (H-1’,8 e 9) do carboidrato. O espectro de RMNtambém apresentou sinais
compativeis com um esqueleto esteroidal entre0,64-1,07 correspondentes a grupos
metilicos (CH-18, 19, 21, 26, 27, 29) d&ke 9, e emdy 5,33 (s, 1H) referente ao hidrogénio
vinilico H-6 8 e 9). O sinal emdy 5,19 (m, H-22 e H-23) permitiu sugerir a presenca do
esqueleto do esteroide estigmasterol. A presenca da unidade de agucar e do esqueleto de
esteroide sugerem que a mistura8de 9sejam a P-O-glicopiranosilp-sitosterol 8) e 34-
O-glicopiranosilf-estigmasterol9).

Nos espectros de RMRKC (Figuras 73 e 74, paginas 152-153) foram observados
sinais entrécy 78,7 - 71,7 ppm atribuidos aos carbonos metinicos C-3', C-5’, C-2' e &-4’ (

e 9) e endcy 62,9 ppm do carbono metilénico C-8 ¢ 9, confirmando a presenca de uma
unidade de glicose. Além desses sinais, foi observado um sirdgld®2,6 ppm do carbono

C-1' (8 e 9) da unidade de agucar ligada ao esteroide. A presenca dos esterdides foi
confirmada pelos sinais correspondentes aos carbonos olefinicds €9pdmdc 141,0 ppm

e C-6 8 e 9) emdcy 122,0 ppm, um sinal eldry 78,2 atribuido ao carbono carbindlico C-3

(8 e 9) e outros sinais entie 12,0-56,6 ppm representando o resto do esqueleto do esteroide.
Os sinais endcy 139,9 ppm &cy 129,5 ppm confirmam a presenca dos carbonos olefinicos
C-22 e C-23 do esteroide estigmasterol. A identificacdo desses sinais e a comparacao dos
dados déH e **C dessas substancias com os registrados na literatura (Tabela 23 e 24, pagina
150 e 151) (KOJIMAet al, 1990) permitiram identificar a mistura 8e 9 como o 3-O--
D-glicopiranosil sitosterold) e 3p-O- -D-glicopiranosil estigmasterad).
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Tabela 23. Dados de RMNH de 8 e 9 comparados com os encontrados na literatura
(KOJIMA et al, 1990).

Isoladas Literatura
c (KOJIMA et al, 1990)
3 9 3-B-O-B-D-glicopiranosil. 3-p-O-B-D-glicopiranosil
sitosterol estigmasterol
OH OH OH dn
1 - -
2 - -
3 3,97 (m) 3,97 (m) 3,97 (m) 3,97 (m)
4 2,70 (m), 2,70 (m), 2,38 (4a, m), 2,38 (4a, m),
2,46 (m) 2,46 (m) 2,63 (4b, m) 2,63 (4b, m)
5 - -
6 5,33 (s) 5,33 (s) - -
7 - -
8 - -
9 - -
10 - -
11 - -
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 - -
18 0,64 (s) 0,66 (s) 0,66 (s) 0,67 (s)
19 0,97 0,97 0,94 (s) 0,94 (s)
20 - -
21 1,05 1,07 0,99 (d) 1,07 (d)
22 - 5,19 (m) - -
23 - 5,16 (m) - -
24 - - - -
25 - - - -
26 0,89 0,92 0,90 (d) 0,91 (d)
27 0,87 0,86 0,87 (d) 0,86 (d)
28 - -
29 0,89 0,87 0,89 () 0,87 ()
1 5,04 (d, 5,04 (d, 4,95 (d) 4,95 (d)
J=7,6 Hz) J=7,6 Hz)
2' - 4,05 (m) 4,08 (1)
3 - 4,28 (m) 4,28 (1)
4 4,29 4,29 4,31 () 4,31 ()
5 4,03 4,03 (m)
6 4,54 (6'a) 4,54 (6'a) 4,59 (6’a, dd) 4,59 (6'a, dd)
4,43 (6'b) 4,42 (6'b, dd)
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Tabela 24. Dados de RMN®C de 8 e 9 comparados com os encontrados na literatura
(KOJIMA et al, 1990).

Isoladas Literatura
c (KOJIMA et al, 1990)
3 9 . 3BO[3D 3-B-O-B-D-glicopiranosil
glicopiranosil sitosterol estigmasterol
dc dc dc dc

1 37,5 37,5 37,6 37,6
2 30,3 30,1 30,3 30,3
3 78,2 78,2 78,3 78,3
4 39,4 39,4 39,4 39,4
5 141,0 141,0 141,0 141,0
6 122,0 122,0 122,0 122,0
7 32,2 32,2 32,2 32,2
8 32,1 32,1 32,1 32,1
9 50,4 50,4 50,4 50,4
10 37,0 37,0 37,0 37,0
11 21,4 21,4 21,4 21,4
12 40,0 39,9 40,0 39,9
13 42,6 42,4 42,6 42,4
14 57,0 57,0 57,0 57,1
15 24,6 24,6 24,6 24,7
16 28,6 29,4 28,7 29,4
17 56,3 56,1 56,3 56,2
18 12,0 12,2 12,0 12,3
19 19,3 19,3 19,3 19,3
20 36,5 40,9 36,5 40,9
21 19,1 21,5 19,1 21,7
22 34,3 139,9 34,3 138,9
23 26,4 129,5 26,4 129,5
24 46,5 51,5 46,1 51,5
25 29,5 32,2 29,5 32,2
26 19,5 21,4 19,5 21,4
27 20,0 20,0 20,1 20,1
28 23,5 25,8 23,4 25,8
29 12,2 12,6 12,2 12,6
r 102,6 102,6 102,6 102,6
2’ 75,4 75,4 75,4 75,4
3 78,7 78,7 78,7 78,7
4 71,7 71,7 71,7 71,7
5 78,5 78,5 78,5 78,5
6’ 62,9 62,9 62,9 62,9

151



SEP9

L8
0858’
LELBOD
5268’
GELE’
8196
8960°}
SeL0'L

veoLe—

909% &—
ovoLe

o—hm.n/
EVED P
86507
868Z
YEBT ¥
0sib'Y
9/ZvY
0EVS Y
8LIS ¥
€/€06~
19606/
LS
Z0EE'SS

e ————

(6'8) 8T- "HO -

(6) .5 'z-H

(68)9-H ~=—=———=

(68) EH_ e
)

T

30

35

T T T
40

45

Chemical Shift (ppm)
Figura 72. Espectro de RMN diH (400 MHz, Piridina- ¢) substancia8 e 9 (3g-O-B-D-

glicopiranosil sitosterol e B-O-B-D-glicopiranosil estigmasterol).

T

5

0

a
65 6.0 55

T
70

Pyridine-d5

96€0'Z1

arLech
OrD@.Nw#

mDnN.m_.
N_\w@.m—.
mn_mm. _.NM
¥OPSLE

QL8S ¥E

S609L GNHW
Z¥90 .Oﬂ#

LELL'ZE
g6zzZE >~
LLB6 9E

08eS L6\
0D6E " 6E~_

LEGB GE-T
86000
6Z98°0

L8012
G66ES TP
nnn?d@uﬂ
998r LS
oreZlL:
£80€"
rras

ZEBR Z8—

LSEL'LL
Z88e'SL
SLSL'8L
BOES 8.
L¥S9'8L

6LZ9°Z0L—

SELELZL—

Z0ES ' 6ZL—

LLGBBEL—
ES.6°0vL—

- 0006°6¥L—

(6 '8) 6 = ———
6)yg-y———— =

(68) "LT-3 —
(68) b2
(68) 92—

(6'8) 25— 1684
Juf!lnl? .

6'8) e0—uy

/

(68) .5 €D

6'8),1-2 —

(6'8) 90 —

(6) m E

Chemical Shift (ppm)
Figura 73. Espectro de RMN d&C (50 MHz, Piridina- ¢) substancias e 9 (3p-O-B-D-

glicopiranosil sitosterol e B-O-B-D-glicopiranosil estigmasterol).

152



3
. 8 A
L o N

: & &

A m—r |

= ......o J._,__
- {r e
=N ¥
| ll.nol.ﬁ,_.,
- _”... Y
oy -o
-8
o
5
g
g

96E0°CL
mv_.N.N_.V
oLogzL"

65061
60SC°6L
Zper'6 _‘V
LS¥0°02—

605€"LZ—
vors 1z’

80S¥'EC
oLesvZ—

§69.°52—
OEEP'9C

6500'8Z
L9BE'6C

£L1562-"
Zro0°0e—
vzreoe’

LEL _..Nm./
862TTE—

peT veE—

8857 9E—
116698
08ES LE—

006€ 66~
LE68'BE~
8600°0%~
6298°0F—

180F 2b—
g6eszy’

by

(8) 812
(681 (8)67 9 —» ——= —

(6) 62 -0~

(68} LZ2 m

(6) 922 ‘(6 ‘8) TT-0 — = =

IW|.|HJ

(8) 822

(8 1z-2

(6°8) ST-0— —_—

(6'8) 82-0 — ——we=s

(8) €22 —

(8) 910 — —

(6) 919 —a

4

2z

——

Blsza—"__

(6 '8) 7-D —

s

Hm.wvm.u./r -

(6) 522 ‘(6 ‘8) L) — ————m—

(8)zzd —

8)ozo—
(6'8) 0T-2—

(6 ') -0 — ———mmme—"

(68) 2
~

(6'8) z1-o{— —===

6) 023 — ——

(6) T2 —

(8)eT-0—"

W,

D R R
34

oo

M

|
N,

Nyt ot

12

16

T T T T T T
14

18

RRARS Lmsarsest RN
20

26

LA AR SRRy EER

28
Chemical Shift (ppm)

Figura 74. Espectro de RMN d€C (Expansdo, 50 MHz, Piridinas)dda substancia8 e 9

(3-B-O-B-D-glicopiranosil sitosterol e B-O-B-D-glicopiranosil estigmasterol).

T™

BT s S
30

32

153



VI1.4.7 Identificacdo da substancia (10) vitexina

A substancia0) foi purificada na forma de um sdlido amarelo com ponto de fusédo
entre 275-278C. A andlise por CCDA utilizando-se como revelador cloreto de aluminio
(AICl3) indicou a presenca de um flavondide. A andlise do espectro de IV (Figura 75, pagina
156) obtido da substanci&Q) revelou a presenca de bandas de absorcéo em 33813266
cm’ de grupos hidroxila (estiramentg.y), 1653 cni para carbonila conjugada (estiramento
C=0, vc-0), em 1615 cnl, 1567 cnT e 1506 crit (ve=c) caracteristicas de anel aromatico,
2920 cm' (estiramento C-H,au), 1092 cnitt e 1042 crit para estiramento C-Qd.o).

O espectro de RMNH (Figura 76, pagina 156) apresentou sinais de hidrogénios em
oy 6,76 (s, 1H) &y 6,25 (s, 1H) atribuidos aos hidrogénios H-3 e H-6, respectivamente. Um
sistema AA'BB’ de anel aromatico representado por 2 (dois) dupletas 801 (d, 8,8Hz,

H-2'e H-6") edy 6,89 (d, 9,6Hz, H-3’e H-5), 1 (um) sinal espn 4,70 (d, 10,8Hz) atribuido
ao hidrogénio anomérico H-1" de um C-glicosideo. Além dos sinais4e378 (m, H-2") do
glicosideo &y 13,17 de hidroxila (OH) em ponte (quelada).

O espectro de RMN DEPTQ (Figuras 77 e 78, paginas 157) mostrou nove (9) sinais de
carbono metinicos (CH), nove (9) sinais de carbono quaternarios (C) contando com o sinal do
carbono carbonilico (C=0) que aparece &m182,25 ppm, e uma sinal para carbono
metilénico (CH). Os sinais enbcy 82,31 (C-5"), 79,09 (C-3"), 73,80 (C-1"), 71,29 (C-2"),

70,94 (C-4") edécnz 61,70 (C-6"") confirmaram a presenca de um substituinte glicosil na
molécula. O valor do deslocamento quimico do H-1" do carboidrat@.edh 70 ppm e a
auséncia de um sinal ebgy (= 94 ppm) no espectro de RMN DEPTQ (Figuras 77 e 78,
paginas 157) permitiu propor uma unidade C-glicosidica substituida em 8 na flavona. O
espectro de RMN HMQC (Figuras 79 e 80, pagina 158) confirmou a ligacdo entre o C-6 e 0

H-6 e a presenca da unidade de acucar como substituinte no carbono C-8 do anel A da
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flavona. Além disso permitiu a correta atribuicdo dos deslocamentos quimicos de H e C da
substancia 10 (vitexina)

Os deslocamentos quimicos atribuidos ao espectro de lRIMN’C para o composto
isolado foram comparados com dados registrados na literatura (#i1@L 2005 e sao

apresentados na tabela 25 (pagina 155).

Tabela 25. Dados de RMNH de 10 comparados com os encontrados na literatura para
vitexina (ZHOUet al, 2005).

C Substancia isolada Literatura
(20) (ZHOU, et al, 2005)
OH dc doc
1 _ _ _ -
2 - 164,43 - 164,98
3 6,76 (s, 1H) 102,91 6,94 (s, 1H) 102,51
4 (C=0) - 182,52 182,73
5 - 156,40 155,64
6 6,25 (s, 1H) 98,59 6,44 (s, 1H) 98,45
7 - 163,04 162,31
8 - 105,01 104,56
9 - 160,88 160,28
10 - 104,49 104,07
i - 122,06 122,07
2’6’ 8,01 (d,)8,8HZ, 129,45 8,26 (d, 8,7Hz, 2H) 128,99
2H
3.5 6,89 (d, 9,6Hz, 116,25 7,05 (d, 8,7Hz, 2H) 115,01
2H)
4 - 161,57 161,32
1" 4,70 (d, §0,8Hz, 73,81 4,94 (d, 9,8Hz, 1H) 71,93
1H
2" 3,79 (m) 71,29 - 71,03
3 - 79,09 - 79,01
4” - 70,95 - 70,20
5” - 82,31 - 81,29
6" - 61,70 - 61,36
OH-5 13,17 (s, 1H) - 13,17 (s, 1H) -
OH-7 - 10,83 (s, 1H)
OH-4’ - 10,35 (s, 1H)
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VIl CONCLUSOES

Esses sé@o os primeiros resultados de estudo fitoquimico das duas eSpéaiea
microdonta e Sauvagesia erecta ambas pertencentes a familia das Ochnaceae

Foram identificadas 9 substancaes Ouratea microdonta, além do lupeol e da mistura
de esteroides, foram isoladas os biflavondides: agatisflavoametilagatisflavona e
amentoflavona que sdo considerados marcadores quimiotaxondmicos do género.

O derivado tetrametilagatisflavona serviu para definir a estrutura desta biflavona.

Estudos adicionais co®auvagesia erecta devem ser feitos para certificar a auséncia
de biflavonoide nos extratos estudados. Esta espécie apresenta flavonddes glicosilados. Além
de esteroides, triterpenos, esterdides glicosilados, isolaram-se dois flavonoides, uma
isoflavona e a vitexina.

O estudo do latex dearahancornia amapa conduziu a identificacéo de triterpenos,
derivados acil lupeol e nas fragbes polares uma grande quantidade da dienona conhecida
como cornosideo. A auséncia de iridoides nas fracdes polares deste material, confirma as
substancias isoladas em estudos anteriores e indica uma diferenca quimica entre a espécie
estudadaK. amapa) e Himatantus articulata que é rica em iridoides.

Os extratos e fracdes do latex Barahancornia amapa exibiram um promissor
potencial inseticida e carrapaticida e avaliagdes adicionais com 0s componentes puros devem
ser feitas para confirmar estas propriedades.

Os extratos deduratea microdonta, apresentaram baixa atividade moluscicida ao
longo de 72 horas de avaliagdo. A influéncia dos extratos sobre o percentual de mortalidade e
reproducdo (nimero de massas ovigeras) dos moluscos sobreviventes aos bioensaios tambén
foi baixa. Contudo este € o primeiro registro da utilizacdo desta espécie vegetal em bioensaios
para avaliacdo da atividade moluscicida e novos testes com outras partes da planta precisam

ser realizados.
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