UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

NOVOS ALQUENIL BENZOFURANOS E PERFIL DE ACIDOS
GRAXOS PRESENTES NAS SEMENTES E FOLHAS DE Tapirira
guianensis (ANACARDIACEAE)

ELIEZER PEREIRA DA SILVA

Salvador-BA
2011



ELIEZER PEREIRA DA SILVA

NOVOS ALQUENIL BENZOFURANOS E PERFIL DE ACIDOS
GRAXOS PRESENTES NAS SEMENTES E FOLHAS DE Tapirira
guianensis (ANACARDIACEAE)

Dissertacdo submetida ao colegiado do
Programa de PoOs-Graduacdo em Quimica da
UFBA para obtencdo do titulo de mestre

em Quimica Organica

ORIENTADOR: Prof. Dr. Jorge Mauricio David

Salvador-BA
2011



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por tudo.

Aos meus pais, Evandro (in memorian) e Lairdes, pelo exemplo de amor,

bondade e honestidade.

Aos meus irmaos e irmas por todo amor e apoio para realizacdo desse

trabalho.

A Dani, por seu amor, amizade e por todo apoio.

Ao Professor Dr. Jorge Mauricio David, pela orientacdo constante, pelo apoio e

incentivo na elaboracao desse trabalho e pela amizade sincera.

A Professora Dra. Juceni Pereira David pela amizade sincera, pela orientacdo
valiosa durante os meus primeiros passos como aluno de iniciacao cientifica
(IC). Além disso, pelo incentivo e apoio na realizacdo desse trabalho e
concessdo do seu laboratorio para realizacdo de diversos trabalhos

experimentais.
Ao Professor Dr. Edson de Souza Bento da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL) pelo registro dos espectros de RMN *H, RMN **C e bidimensionais

(HMBC e HMQC).

Ao Sandro agradeco imensamente pela amizade, por todo apoio e pelas

analises em CG-EM.

Aos professores do programa de Pés-Graduagdo pelos valiosos ensinamentos.

Aos funcionarios do Instituto de Quimica.



Aos colegas de laboratério Bruno,Clayton, Luciano, Jéferson, Erika, José
Candido, Raul, Darlan, Marcelo, André, Paty, Roberta, Larissa, Bel, Hugo,

Silvana, Mariluze pela 6tima convivéncia e amizade.

Ao CNPq e Capes pelo apoio financeiro.



SUMARIO

IS vz o [T T U = T PR Viii
Lista de TabElas.......coooo i e X
IS¢z W [ @ H = o | o 1RSSR Xi
Lista de ESQUEMAS..........uuiiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeenannnes Xi
Lista de Abreviaturas, Siglas € SiImbol0S ........ccccoevviiiiiiiiiiiii Xii
RESUIMO. .. e e et e et e e e e e e e eaaeeeees XIil
Y 0151 =T USSP PPUPPRP Xiv
I [ a1 oo LU o2 To PO O PP TP PP PPPPPPUPPPPPR 1
1.1 ProdutOS NATUTAIS. ....uveeeeeiiiiiieeeeeeeee e e e e es s ettt e e e e e eeeaeeeeeeaaasaeeaananannnns 1
1.2 A familia AN@CArdIACEAE. ........eeeiiiiiiiieei e e 4
RS O N0 [T a1 o T =1 ][ [ - VO 10
1.4 Aspectos gerais de Tapirira guianensis
N E | o ] S EPPUTPPPRRPR 12
2. 0D EEIVOS .ttt 20
BN T = 1 T 20
2.2 ESPECITICOS. ... i e ———— 20
3. Parte EXPerimental..........c..ouuiiiiiiiiie e 21
00 I 1o o > | 21
3.2 Coleta da espécie Tapirira QUIANENSIS..........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiieirieeeee e e e e e e 21
3.3 MateriaisS € MELOUOS. .......cceeiieiiiiiiee e eeeeeeens 21
3.4 PreparaGao A0S ©XIIAt0S. ........ccueeiiuriiiiiiaaa e e e e e e e eeeeee et e e e ae s 23

3.4.1 Obtencéo da fase diclorometano do extrato hexénico das sementes de

LI L= W0 LU =T =T 1S £ P 23



Vi

3.4.2 Obtencéo do extrato hexanico das folhas de Tapirira guianensis para
avaliagdo do perfil de ACIdOS GraX0oS..........ueueiiiiiiiiiiieaiiiieieee e 24

3.4.3 Obtencéo do extrato hexanico das sementes de Tapirira guianensis

para avaliacdo do perfil de ACIdOS graxos..........couvvvvrevuriiiiiiiiiee e eeee e, 26

3.5 Fracionamento da fase diclorometano do extrato hexanico das sementes de

I o LU= T 1= S 1 SRS 27
3.6 Reacles de deriVatiZaCao...........ccuvvveereeiiiiiiiiee e e e e e 29
3.6.1 Reacao de transesterifiCaCa0. .......uu i eieeie it e e e e e e e e e e e e e e e 29
3.6.2 Reacao de tioalqUilaGao............c.coooiiiieiiiiiiiiiieie e 30

3.7 Avaliagédo do perfil de acidos graxos presentes nas folhas e sementes de
I [ =T =] ] T PR TP PR PPPPPPP 31

3.7.1 Perfil de acidos graxos presentes na fase hexanica das folhas de

B0 V1= U 1= S £ TSP 31

3.7.2 Perfil de &cidos graxos presentes na fase hexanica das sementes de
LI [ 12T =] ]I TP PP PPPPPPPPPRP 31

3.8 Bioensaio de letalidade para larvas de Artemia

LI G115 ) PP PRPRRP 33
4. DiSCUSSA0 dOS reSUItATOS. .. uuiieiee e e e e e e eeeeannees 34
4.1 Substancias isoladas de T. QUIANENSIS............covuuuiiiiiiiiee e eeeeee e 34
4.2 Dados fisicos e espectroscopicos das substancias isoladas....................... 35
4.3 Identificagéo e Determinag&o Estrutural.............oooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiienn 36
4.3.1 HidrobenzofuranOides. ...........uuuiiiiiiii e e e e e e e e e e e e eeeeaanneees 36
4.3.1.2 Elucidacao estrutural das substancias S1, S2 e S3..........ccccccccciieeenennn. 37
4.3.2 FItOBSLEIOIES. .....cce e ettt e e e e et n e eeees 55

4.3.2.1 Elucidagéo estrutural da substancia S4.............ccccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 56



vii

4.4 Perfil de acidos graxos presentes nas fases hexanicas das folhas e
sementes de T. QUIANENSIS. .....ciiiie e e e e e e e e e s 61

4.4.1 Rendimento de 6leo extraido dos extratos hexaniCosS........c.ccovveeeeeeeeenennns. 61

4.4.3 ldentificacdo dos ésteres metilicos presentes na fase hexanica das

sementes de T. QUIANENSIS. .....ciiiiie e e e e e e e e s 63

4.5 Avaliacao da atividade citotdxica das fases diclorometano das folhas e

sementes de T. QUIANENSIS. ......ciiiii e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaaeeaennes 65

4.6 Avaliacdo da Atividade Alelopatica das fases diclorometano (TGDF e

5. CoNSIAEragles fIN@IS.....uuuiiiiiiiiiiiiiee e 69

6. Referéncias bibliograficas........ccccovvviiiiiii 71



viii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Exemplo de quimioterapicos de origem vegetal de interesse da

INAUSHIA TAIMIACEULICAL .. .vveeeiiiiieiee e e 3
Figura 2. Distribuicdo das espécies da familia Anacardiaceae no mundo.......... 5
Figura 3. Frutos da mangueira € do CaJUEIN0............uuuuurvemiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeennnnnnnns 6
Figura 4. Estrutura da Mangifering..........cccoeeeioiiiiiiiiee e 7
Figura 5. Principais constituintes do LCC............uuvvviiiiiiiiii e 8
Figura 6. Frutos de Schinus terebinthifolius............cccccooeeiiiii 9
Figura 7. Fotografia da Tapirira QUIANENSIS.............uuveeiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeen 13
Figura 8. Compostos isolados das sementes de T. guianensis........................ 14

Figura 9. Procedimento experimental de obtencéo da fase diclorometano do
extrato hexanico das sementes de T. QUIANENSIS ........c...evvviiiiiiiiiiiiiiienneaeennnans 24

Figura 10. Fluxograma de obtencéo dos extratos hexanicos das folhas de
I o114 = W e [V =T g =T 0 1] 25

Figura 11. Fluxograma de obtengéo dos extratos organicos das sementes de
LI o111 = W e [U =T g =T o ] 26

Figura 12. Fluxograma de obtencéo dos ésteres metilicos de acidos graxos

presentes NAs fases NEXANICAS ......ccooviiiieeie i e e e e e e e e ee e 30
Figura 13. Estrutura béasica de hidrobenzofuranoides.............c.ccovveviieeeennnnen. 37
Figura 14. Espectro de infravermelho das substancias S1, S2 e S3................ 38

Figura 15. Espectro de RMN *H de S1, S2 e S3 [400 MHz, CDCls, &y

Figura 16. Ampliagdo (34 4,5-5,50) do espectro de RMN *H de S1, S2 e S3
[400 MHZ, CDCl3, 8t (PPM)]-veevrerieieiteeteeteeeeeeeteeteeeeeeeeetesteeteeseeeeseeeeseeereeneas 41

Figura 17. Ampliagdo (34 6,0-7,50) do espectro de RMN *H de S1, S2 e S3
[400 MHZz, CDCl3, On (PPM)]- e eieeiiiiiiiieie ettt 41

Figura 18. Espectro de RMN **C de S1, S2 e S3 [75 MHz, CDCls, 5 (ppm)]....42

Figura 19. Correlagbes observadas no HMBC para S1, S2 e S3..........oeee.... 43



Figura 20. Espectro de HMQC de S1, S2 e S3 [75 MHz, CDCls, (ppm)]........ 44

Figura 21. Ampliagcéo (&c 14-40/64 0,9-3,4) Espectro de HMQC de S1, S2 e S3
[75 MHZ, CDCl3, (JPPIM)]. ottt e e e e e e e e e e e e 45

Figura 22. Ampliagao (6¢c 60-140/0y 4,5-7,3) Espectro de HMQC de S1, S2 e

S3 [75 MHz, CDCl3, (PPM)].titeieeeeiaiiiie e e e 45
Figura 23. Espectro de HMBC de S1, S2 e S3 [75 MHz, CDClg, (ppm)]........... 46
Figura 24. Ampliagao (6¢ 14-160/64 0,9-3,5) Espectro de HMBC de S1, S2 e
S3 [75 MHZ, CDClg, (PPM)]tttttttitieeeeeiiae it e e e e e e e e 46
Figura 25. Ampliacao (6¢ 30-160/64 6,0-6,8) Espectro de HMBC de S1, S2 e
S3 [75 MHZ, CDCl3, (PPM)] cetteeeeeeeeiiiiie e 47
Figura 26. Possiveis estruturas que representariam S1, S2 e S3...........c....... 48
Figura 27. Espectro de massas (EM-ESI) de S1,S2 e S3.......ccccoeveeiiiieeeeeennn. 50
Figura 28. Compostos hidroquinénicos isolados das semenntes de T.

[0 TUTE= T 1T S £ S 54
Figura 29. Anel ciclopentanoperidrofenantréniCo..............ccoocvmivviriieiieeeeeeeeeenn 55
Figura 30. Espectro de infravermelho da substancia S4.........cccccccovvviiiiiinnnns 57
Figura 31. Espectro de RMN'H da substancia S4 [(300 MHz), CDCls]............ 58
Figura 32. Espectro de RMN*3C da substancia S4 [(75 MHz), CDCl]............. 59
Figura 33. Espectro de massas da Substancia S4............ccccccvvieeiieiinecnneenen. 59

Figura 34. Cromatograma da fase hexanica transesterificada das folhas de T.
(o U1 E= T =T ] PP PPPPPPPPPPPP 62

Figura 35. Cromatograma da fase hexanica transesterificada das sementes de
B I o (V1= T 1= 1 PSSO 64

Figura 36. Efeitos alelopaticos da fase TGDF sobre a germinacao das
sementes de alface (Lactuca Sativa L.)..........eeevieiiiiiiiiiiieeiiiei e 68

Figura 37. Efeitos alelopaticos da fase TGDS sobre a germinacdo das
sementes de alface (Lactuca sativa L.).........ccceiiiiiiiiiiiiiiiccccis e 68

Figura 38. Efeitos inibitérios das amostras TGDF e TGDS sobre a germinacao
de sementes de alface (Lactuca sativa L.).........cccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 69



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Massas dos extratos e fases orgénicas das folhas de Tapirira

o TUTE= T a1 S £ RS 25

Tabela 2. Massas dos extratos e fases organicas das sementes de Tapirira

0 TUTE= U1 £ 27
Tabela 3. Fracdes obtidas da CC da fase TGDS ...........ccoovviiiiiiiiiviininiiiiineennn 27
Tabela 4. FragOes obtidas da CC da fragdo TGDS-4 ........cccoeeveiiiiiiiiiiiiiie, 28
Tabela 5. Fragbes obtidas da CC da fragdo TGDS-4-8..........ccoociiiivniiiieeeenen. 29

Tabela 6. Incrementos de deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do
benzeno (ppm a partir do benzeno em 128,5 ppm)......ccovvrviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee 48

Tabela 7. Deslocamentos quimicos calculados para atomos do anel aroméatico
das eStruturas 1 € 2 PrOPOSTAS. .....uueeeriiiiieeeeeeeiiii et e e rre e e e e aeeeas 49

Tabela 8. Dados espectrais de RMN *H (300 MHz) RMN *3C (75 MHz), HMBC
de S1, S2 € S3[CDCla, 8 (PPM]-.ervverereeerereeeereeeeeeeeseeeeeeeeeeeeseeeeesseeee e 52

Tabela 9. Dados do espectro de RMN de **C [300 MHz, CDCls, 5 (ppm)] da

Substancia S4 e valores da Iteratura........co.. e e 60

Tabela 10. Composicdo em acidos graxos isolado das folhas de T.

o TUTE= T 1T 0 ST PSR 63
Tabela 11. Composi¢do em acidos isolado das sementes de T.

QUIBINEINISIS. ettt e e e e e e e e e e e e e bbbttt ettt e e e e e eeeeeeeeea e e e e e e e e e e aaane 65
Tabela 12. Resultado dos testes de toxicidade sobre Artemia Salina, relativo as

fases diclorometano das folhas e sementes de T. guianensis...............cc........ 66

Tabela 13. Efeito alelopatico das fases (TGDF e TGDS) em diferentes

concentragcdes na germinacao de sementes de alface..........cccccvvvviiiiiiicinnnnnn. 67



Xi

LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Compostos isolados das cascas de T. guianensis.........ccccceeveeeennn. 14

Quadro 2. Novos hidrobenzofurandides isolados das folhas de T.

[0 TUTE= T 1T 0 ]I PSS 17
Quadro 3. Substéncias isoladas das folhas de T. guianensis .................c........ 18
Quadro 4. Compostos isolados das folhas de T. guianensis............cccccevvvvnnnens 19
Quadro 5. Substancias isoladas das sementes de T. guianensis..................... 35

LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Derivatizacdo para elucidacdo da posicao da ligagéo dupla das
SUDSLANCIAS S1, S2 € S3... .ottt e e e e e e e e e e 51

Esquema 2. Fragmentacdo responsavel pela atribuicdo do posicionamento da
ligag@o dupla das substancias S1, S2 @ S3.........ccouiiiiiiiiiiiiieeeeee s 51

Esquema 3. Proposta biossintética para os diidrobenzofurandides isolados de
LI [0 1= T g L= 0 ] TP PP TP PP PP PPPPPTPPN 54



xii

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

CcC Cromatografia em coluna

CCDC Cromatografia em camada delgada comparativa
CG Cromatografia gasosa

d Dubleto

DCM Diclorometano

dd Duplo dubleto

EM Espectrometria de massas

FHF Fase hexanica das folhas

FHiF Fase hidrometandlica das folhas

FHS Fase hexanica das sementes

FHiIS Fase hidrometanolica das sementes

GPPN Grupo de pesquisa de produtos naturais
HMQC Heteronuclear multiple quantum coherence
HMBC Heteronuclear multi bond correlaction

v Infravermelho

J Constante de acoplamento

LC-MS Cromatografia Liquida acoplado ao Espectrémetro de Massas
MeOH Metanol

MHz Megahertz

m/z Razao massa:carga

OMe Metoxila

RMN Ressonancia magnética nuclear

RMN *H Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

RMN 3c Ressonancia magnética nuclear de carbono
S Singleto

t Tripleto

uv Ultravioleta



xiii
RESUMO

A familia Anacardiaceae é encontrada predominantemente nas regides
tropicais e subtropicais, com algumas espécies também sendo encontradas
em regifes temperadas. Essa familia € composta por cerca de 76 géneros e
600 espécies. O género Tapirira € composto de aproximadamente 32
espécies, sendo encontrados a partir do México, difundindo-se por toda
Ameérica do Sul. Tapirira guianensis Aubl., € uma espécie arbdérea que mede de
8 a 14 metros de altura, podendo ser encontrada em todo territorio brasileiro,
principalmente em terrenos umidos, em quase todas as formacodes vegetais. O
presente trabalho teve como objetivos realizar o isolamento e a elucidagéo
estrutural de substancias presentes na fase diclorometanica das sementes de
Tapirira guianensis, avaliar o perfil de acidos graxos presentes nos extratos
hexanicos das folhas e das sementes desta espécie, avaliar a atividade
citotéxica das fases diclorometéanicas das folhas (TGDF) e sementes (TGDS),
além de avaliar os efeitos alelopaticos de TGDF e TGDS sobre a germinacéo
de sementes de alface (Lactuca sativa L.). Utilizando-se métodos
cromatograficos usuais, além do p-sitosterol, foram isolados da fase
diclorometéanica trés novos diidrobenzofurandides alquilados: 2-[(10’°Z)-dodec-
10’-enil]-diidro-1-benzofuran-5-ol, 2-[(10°Z)-tridec-10’-enil]-diidro-1-benzofuran-
5-ol e 2-[(10'Z2)-pentadec-10’-enil]-diidro-1-benzofuran-5-ol. As estruturas das
substancias isoladas foram elucidadas através da analise dos dados obtidos
pelos espectros no IV, de RMN de *H e * C, além de técnicas bidimensionais
(HMBC e HMQC). No estudo do perfil de acidos graxos do 6leo presente na
fase hexanica das folhas de T. guianensis obteve-se como componente
majoritario o acido palmitico (24.71 £ 2,48 %), enquanto que, no estudo do
perfil de acidos graxos do Oleo presente na fase hexénica das sementes
apresentou como componente majoritario o acido linoleico (29.88 + 0,39%).
Nos ensaios de atividade citotoxica frente a Artemia salina, as fases
diclorometénicas da folhas e das sementes de T. guianensis apresentaram
DLso de 523,38 pug/mL e 2124,4 ug/mL, respectivamente. Sendo assim, a fase
diclorometano das folhas foi considerada medianamente ativa podendo
apresentar atividade anti-tumoral. Enquanto que a fase diclorometano das
sementes foi considerada inativa, visto que apresentou DLsy > 1000 pg/mL. Na
avaliacdo da atividade citotoxica da mistura das substancias (S1, S2 e S3)
frente a Artemia salina pode-se constatar que essa mistura € considerada
medianamente ativa, por apresentar DLsp = 174,06 pg/mL. Na avaliacdo dos
efeitos alelopaticos das fases diclorometéanicas das folhas e das sementes de
T. guianensis (TGDF e TGDS) sobre a germinacdo de sementes de alface
(Lactuca sativa L.) pode-se constatar que ambas apresentaram baixa
capacidade de inibicdo de germinacédo de sementes de alface (Lactuca sativa
L.).

Palavras-chave: Tapirira guianensis, Anacardiaceae, diidrobenzofurandides



ABSTRACT

The family Anacardiaceae is predominantly found in tropical and subtropical
regions, with some species also being found in temperate regions. This family is
composed of about 76 genera and 600 species. The Tapirira genus consists by
about 32 species, found from Mexico, spreading across South America. Tapirira
guianensis Aubl. is a tree that measures about 8 to 14 meters tall and can be
found throughout Brazil, especially in humid soils in almost all vegetation. This
work aimed to perform the isolation and structural elucidation of substances
presents in dichloromethane phase from seeds Tapirira guianensis, evaluation
of profile of fatty acids in the leaves and seeds extract of this specie, besides
the evaluation of cytotoxic activity of dichloromethane phases from leaves
(TGDF) and seeds (TGDS), besides evaluating the allelopathic effects of TGDF
and TGDS on the germination of lettuce (Lactuca sativa L.). Using usual
chromatographic methods, beyond the B-sitosterol, were isolated from the
dichloromethane phase three new diidrobenzofurandides alkyl: 2 - [(10'Z)-
Dodeca-10 '-enil]-dihydro-1-benzofuran-5-ol, 2 - [(10'Z)-Tridec-10'-enil]-dihydro-
1-benzofuran-5-ol and 2 - [(10'Z)-pentadec-10 '-enil]-dihydro-1-benzofuran-5-ol.
The structures of the isolated compounds were elucidated through analysis of
data obtained by IR spectra, *H NMR and **C, and bidimensional techniques
(HMBC and HMQC). In the study of fatty acid profiles in the oil of hexane phase
of the leaves of Tapirira guianensis was obtained palmitic acid as major
component (24.71 + 2.48%), while in the study of fatty acid profile of the oil in
the hexane phase from the seeds showed major component as linoleic acid
(29.88 + 0.39%). In trials of cytotoxic activity against the Artemia salina, the
dichloromethane phases of leaves and seeds of T. guianensis presented
DL50=523.38 png/mL and 2124.4 yg/mL respectively. Thus, the dichloromethane
phase of the leaves were considered moderately active and may have anti-
tumor activity. While the seeds of dichloromethane phase was considered
inactive, presenting LD50> 1000 ug/mL. In assessing the cytotoxic activity of
the mixture of substances (S1, S2 and S3) on Artemia salina can be seen that
this mixture is considered moderately active, presenting DLso = 174,06 ug/mL.
In the evaluation of allelopathic effects of dichloromethane phases of leaves
and seeds of T. guianensis (TGDF and TGDS) on the germination of lettuce
seeds (Lactuca sativa L.), can be seen that both showed low capacity to inhibit
germination of lettuce seeds (Lactuca sativa L.).

Keywords: Tapirira guianensis, Anacardiaceae, diidrobenzofuranoides
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1. Introducéo

1.1 Produtos naturais

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e
prevencado de doencas € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade, tendo seu inicio provavelmente na pré-histéria. No inicio da década
de 1990, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou que entre 65 e 80%
da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais, como unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude
(AKERELE, 1993).

A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas
talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais.
A historia do desenvolvimento das civilizagcdes oriental e ocidental é rica em
exemplos da utilizacdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas
e em mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizacdo Egipcia, Greco-
romana e Chinesa. A medicina tradicional chinesa desenvolveu-se com tal
grandiosidade e eficiéncia que até hoje muitas espécies e preparados vegetais
medicinais sdo estudados na busca pelo entendimento de seu mecanismo de
acao e no isolamento dos principios ativos (VIEGAS, BOLZANI & BARREIROS,
2006).

No Brasil, o uso de plantas medicinais teve origem relacionada com a
cultura dos indios que habitavam o pais. Em seguida, sofreu influéncia dos
colonizadores e de outros povos que vieram mais tarde (CARTER; KOEHN,
2005; SCHENKEL; GOSMAN; PETROVICK, 2002; BALUNAS, DOUGLAS
KINGHORN, 2005).

Com a chegada dos portugueses ao pais, houve uma exposicdo as
doencas endémicas e diante da escassez de medicamentos, recorreram aos
remedios indigenas como as ervas nativas. Os estrangeiros também
contribuiram para o incremento do arsenal terapéutico de origem vegetal
disponivel, trazendo ao pais espécies vegetais nativas de seus paises de
origem. Assim, a diversidade de plantas utilizadas hoje na terapéutica, encontra-

se difundida entre a populacdo desde o processo de colonizagéo, tornando-se



vélidas informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos
(SERAFIN, 2006).

A natureza, de forma geral, tem produzido grande parte das substancias
organicas conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, 0os vegetais e 0s
microorganismos sao os que mais tém contribuido de forma mais significativa
para o fornecimento de substéncias Uuteis ao tratamento de doengas que
acometem o0s seres humanos, representando um extraordinario reservatorio de
novas moléculas (MOREIRA, 2009).

Os vegetais produzem, estimulados por fatores externos (competigcéo,
predadores, polinizadores e mudangas ambientais), uma variedade de
compostos organicos que nao apresentam funcdo direta no seu crescimento.
Esses compostos sdo conhecidos como metabdlicos secundarios (metabdlitos
especiais) ou ainda produtos naturais. Em contrapartida, substancias
consideradas essenciais ao desenvolvimento estrutural da planta como
carboidratos, proteinas, nucleotideos, acidos orgéanicos e fitoesterdis sao
chamadas de metabdlicos primarios (STROHL, 2000).

Estima-se que dois tercos da diversidade biolégica mundial esteja nas
zonas tropicais, distribuida principalmente nos paises em desenvolvimento. Cerca
de 37 % desta encontra-se na América tropical, que contém cerca de 90 mil
espécies de faner6gamas, representadas no Brasil por aproximadamente 60
mil espécies (VIEIRA; MARTINS, 2000, p. 14). A biodiversidade brasileira ndo é
conhecida com preciséo, visto que o pais detém a maior diversidade genética
vegetal do mundo (NODARI; GUERRA, 2000, p. 13).

Apenas 8 % das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em
busca de compostos bioativos e 1100 espécies vegetais foram avaliadas em
suas propriedades medicinais; destas, 590 plantas foram registradas no
Ministério da Saude para sua comercializacdo (NODARI; GUERRA, 2000, p. 12).

As atividades biol6gicas dos produtos naturais de origem vegetal sao
descobertas inicialmente com bases folcléricas populares e s6 mais tarde é que
se tem o desenvolvimento de pesquisas com embasamento cientifico, podendo
citar com exemplo a efedrina, um agente antiasmatico isolado da Ephedra sinica
(LEE, 2004).



A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de
alguns de seus constituintes, tais como flavonoides, alcalbides, triterpenos,
sesquiterpenos, taninos, lignanas, etc, tem sido objeto de estudos, onde ja
foram comprovadas as acfes farmacoldgicas através de testes pré-clinicos
com animais e muitas destas substancias tém grandes possibilidades de
futuramente virem a ser aproveitadas como agentes medicinais (CECHINEL
FILHO & YUNES, 1998).

A partir da pesquisa em Quimica de Produtos Naturais tem sido possivel
encontrar novos modelos estruturais e substancias ativas eficazes, o que tem
contribuido muito para a pesquisa e obtencdo de novos medicamentos. Dentre
estes destacam-se vimblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®), podofilotoxina
e analogos etoposide (VP-16-213; Vepeside®), teniposide (VM-26; VUMON®),
bem como o taxol (Paclitaxel, Taxol®) e camptotecina (Figura 1). Estas
substancias sdo exemplos que tém incentivado a industria farmacéutica na
busca de novas substancias bioativas de origem vegetal. Este interesse é
voltado principalmente as moléculas com estruturas complexas, praticamente
impossiveis de serem obtidas por meio de processo sintético de custo racional
(CORREIA, 2005).

O
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Fonte: (CORREIA, 2005)

Figura 1. Exemplo de quimioterapicos de origem vegetal de interesse
da industria farmacéutica.



Estas substancias obtiveram uma participacdo expressiva hum mercado
que movimenta cerca de 50 bilhdes de doélares anualmente e reativou o
interesse desta industria pelos medicamentos de origem vegetal, principalmente
pela busca de substancias com estruturas moleculares complexas, praticamente
impossiveis de serem obtidas por um processo sintético de custo racional. A
constatacdo desse fato é a semi-sintese comercial do taxol (PINTO et al. 2002).
Atualmente, nenhum agente quimioterapico de ocorréncia natural tem se
mostrado tdo eficaz no tratamento de cancer como o Taxol®, hoje conhecido
como paclitaxel, que € inclusive reconhecido como uma das mais importantes

drogas usadas no tratamento do cancer de mama e ovario (KINGSTON, 2005).

Exemplos como este evidenciam a potencialidade de diversas espécies
de origem vegetal em fornecer substancias bioativas. Nesse sentido, o Brasil
nao deve abdicar de sua vocacgao para os produtos naturais, visto que possui a
maior floresta equatorial e tropical umida do planeta e é detentor da maior
biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20% do numero total de
espécies do planeta (MOREIRA, 2009).

1.2 A familia Anacardiaceae

Anacardiaceae € uma familia botanica que pertence ao reino
Plantae, divisdo das Angiospermas, classe Dicotyledoneas, subclasse Rosidae,
ordem Sapindales.

Segundo dados da literatura (VOGL e MITCHELL, 1996) a familia
Anacardiaceae € composta por cerca de 76 géneros e 600 espécies. Porém, de
acordo com informagBes  disponiveis na internet no  endereco
(htpp://pt.wikipedia.org/wiki/Anacardiaceae) registra que a familia é constituida
por 70 géneros que sdo mencionados a seguir: Actinocheita, Anacardium,
Androtium, Antrocaryon, Apterokarpos, Astronium, Baronia, Bonetiella, Bouea,
Buchanania, Campnosperma, Cardenasiodendron, Choerospondias, Comocladia,
Cotinus, Cyrtocarpa, Dracontomelon, Drimycarpus, Ebandoua, Euleria,
Euroschinus, Faguetia, Fegimanra, Gluta, Haematostaphis, Haplorhus,

Harpephyllum, Heeria, Holigarna, Koordersiodendron, Lannea, Laurophyllus,
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Lithraea, Loxopterigium, Loxostylis, Mangifera, Mauria, Melanochyla, Metopium,
Micronychia, = Montagueia, = Mosquitoxylum,  Myracrodruon,  Nothopegia,
Ochoterenaea, Operculicarya, Ozoroa, Pachycormus, Parishia, Pegia,
Pentaspadon, Pistacia (pistachi), Pleiogynium, Poupartia, Protorhus,
Pseudoprotorhus, Pseudosmodingium, Pseudospondias, Rhodosphaera, Rhus,
Schinopsis, Schinus, Sclerocarya, Semecarpus, Smodingium, Solenocarpus,
Sorindeia, Spondias, Swintonia, Tapirira, Thyrsodium, Toxicodendron,
Trichoscypha.

Os géneros da familia Anacardiaceae sdo subdivididos em cinco tribos:
Anacardieae, Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae (CORREIA,
DAVID & DAVID, 2006).

A distribuicdo das espécies da familia Anacardiaceae ocorrem em uma
extensa area global, sendo principalmente encontrada em regides tropicais e
subtropicais com algumas espécies também sendo encontradas em regides
temperadas (SILVA, CHINALIA & PAIVA, 2008) (Figura 2, p. 5).

Ocorréncia de espécies da familia
Anacardiaceae no mundo.

Fonte: (MOREIRA, 2009)
Figura 2. Distribuicdo das espécies da familia Anacardiaceae no mundo.

Algumas espécies da familia Anacardiaceae sdo muito populares e sao
conhecidas em todo mundo, seja pela sua importancia econémica e/ou pelo uso

terapéutico. Podem ser citados como exemplo, a mangueira (Mangifera indica L.)
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e 0 cajueiro (Anacardium Occidentale L.) que sdo espécies que apresentam
grande importancia econdémica em virtude do amplo aproveitamento dos seus

frutos (Figura 3, p. 6).

Fonte: (MOREIRA, 2009)
Figura 3. Frutos da mangueira e do cajueiro.

A mangueira (Mangifera indica L.), € uma arvore frutifera, nativa do sul e
do sudeste asiaticos desde o leste da India até as Filipinas, e introduzida com
sucesso no Brasil, em Angola, em Mocambigue e em outros paises tropicais. Os
frutos (mangas) da mangueira (Mangifera indica L.) possuem um elevado valor
comercial, principalmente em paises de clima tropical como o Brasil, sendo um
produto consumido pelo mercado interno e também € um produto de exportacéo.
Os frutos (mangas) da mangueira (Mangifera indica L.) ocupam o quinto lugar
entre os frutos tropicais comercializados no mercado internacional (GALAN,
1993).

Além da importancia econdmica da mangicultura e do largo consumo de
sua fruta, a mangueira possui uso medicinal para tratamento de uma ampla
variedade de enfermidades, ndo so6 no Brasil como em varias partes do mundo.
Na india, as sementes sdo tradicionalmente indicadas para tratar a diarréia
(SAIRAM et al., 2003). A resina, extraida do caule, € empregada medicinalmente
contra disenteria e sifilis (PIO-CORREA, 1974).

Estudos farmacoldgicos recentes demonstraram que extratos da
mangueira  possuem  atividades antiviral, antibacteriana, analgésica,
antiinflamatéria (GARRIDO et al, 2004; OJEWOLE, 2005; PARDO-ANDREU et
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al., 2008;), imunomodulatoria (MAKARE et al, 2001). Além disso, seu extrato
hidroalcodlico exibiu propriedade antidiarreica (SAIRAM, 2003).

Mangiferina (1, 3, 6, 7 tetrahidroxixantona 2-glicopiranosideo) é uma
xantona com propriedades antioxidantes que ja foi isolada em varias partes da
M. indica (Figura 4, p. 7), como por exemplo folhas, frutos, casca do caule,
cerne e raizes (MAKARE et al. 2001).

Fonte: (CORREIA, DAVID & DAVID 2006)

Figura 4. Estrutura da Mangiferina

Estudos realizados com extratos aquosos das cascas do caule de
uma variedade selecionada de M. indica, resultaram em uma formulacéo
farmacéutica cujo nome fantasia € VIMANG®, o qual ja foi demonstrado exercer
atividade antioxidante in vitro e in vivo. O componente predominante nesse
extrato é a mangiferina (10%). (MOREIRA, 2009). Este fitoterapico de origem
cubana tem sido utilizado para diversas enfermidades, tais como lupus
eritematoso, a asma, desordens do sistema urindrio e da préstata, a psoriase
entre outros e é considerado um sucesso comercial da industria farmacéutica
daquele pais.

Além da mangiferina, foram isolados de M. indica compostos fendlicos
simples com comprovada atividade antioxidante, tais como acido hidroxi-
benzéico, galatos de alquila, ésteres do acido benzodico, além dos flavondides
catequina e epi-catequina, e de seu latex foram identificados compostos
conhecidos como lipidios fendlicos (CORREIA, DAVID & DAVID, 2006).

O cajueiro (Anacardium Occidentale L.) € uma arvore originaria do norte e
nordeste do Brasil, mas foi introduzido na Africa e na india. Seu fruto é

popularmente conhecida como castanha de caju. Prologando-se ao fruto, existe
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um pedulnculo (seu pseudofruto) maior, macio, também comestivel, de cor
alaranjada ou avermelhada; é geralmente confundido como fruto.

O cajueiro, além de ser muito conhecido pelo sabor e valor nutricional de
suas améndoas e penduculos (pseudofruto), € uma cultura de grande importancia
sécio-econdmica para o Brasil. A améndoa e o liquido extraido da casca da
castanha de caju (LCC) sdo produtos que sdo exportados para outros paises. Os
acidos anacéardicos, juntamente com os alquilresorcindis, constituem cerca de
90% da composicéo do LCC (Figura 5, p. 8) e apresentam propriedades toxicas e
irritantes (CORREIA, DAVID & DAVID, 2006).

OH OH OH OH
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Figura 5. Principais constituintes do LCC

Os principios ativos presentes na bebida produzida do peddnculo (seu
pseudofruto), demonstraram atividade antitumoral, além disso, varios autores tém
relatado que o acido anacéardico presente no extrato da fruta, possui atividade
antibacteriana, atividade molusculicida e citotoxica (COSTA, 2006).

Outro exemplo de espécie da familia Anacardiaceae comercializada no
Brasil € a Schinus terebinthifolius, conhecida popularmente como aroeira ou
aroeira-vermelha. E uma espécie que apresenta ampla distribuicdo geogréafica e
plasticidade ecoldgica (LORENZI, 1998). E uma arvore de rara beleza,
principalmente quando brotam seus frutos, o que a torna apreciada para cultivo

como planta ornamental (Figura 6, p. 9). Contudo, os frutos de Schinus
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terebinthifolius ndo devem ser consumidos, uma vez que sua ingestdo pode
provocar intoxicagdo com vomitos e diarréia, inflamacdo das mucosas e irritacao
gastrica. Apesar disto, seus frutos secos sdo empregados para falsificacdo da
pimenta do reino, uma vez que possui odor parecido (CARDOSO, 2007).

A madeira da espécie Schinus terebinthifolius tém diversas aplicacoes,
uma vez que s&o0 madeiras resistentes e de grande durabilidade. S&o
amplamente usadas para vigamento de construcdes, postes, estacas e outras

aplicacdes que necessitem de madeira dura e pesada.

Fonte: (CARDOSO, 2007)

Figura 6. Frutos de Schinus terebinthifolius

Sdo também importantes outras espécies da familia Anacardiaceae
pertencentes aos géneros Astronium, Schinopsis e Tapirira, pelo fornecimento de
madeira amplamente utilizadas na construcdo, do género Rhus por sua resina e
dos géneros Schinus e Schinopsis pelos pigmentos (CORREIA, 1999).

Além das espécies economicamente importantes, a familia Anacardiaceae
€ bastante conhecida por apresentar algumas espécies consideradas venenosas.
Cerca de 25% dos géneros dessa familia sdo conhecidos por possuirem espécies
reconhecidas como toxicas e causadoras de dermatite de contato severa. De
modo geral, as espécies venenosas desta familia estdo restritas as tribos
Anacardieae, Rhoeae e Semecarpeae (CORREIA, et al 2008). Presume-se que a
principal funcdo dos metabdlitos secundarios dessas espécies é atuar como
defensivo contra ataques de vertebrados e insetos herbivoros.

A dermatite de contato provocada por algumas espécies dessa familia é

atribuida principalmente a compostos fendlicos e catecélicos ou a mistura destas
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substancias, denominados lipidios fendlicos. Estas substancias podem estar
presentes em diferentes partes do material vegetal, ocorrendo principalmente em
espécies do género Rhus. Nos ultimos anos, a origem dos lipidios fendlicos e
derivados também foi objeto de investigacdo; além disso, espécies da familia
Anacardiaceae tém se mostrado bastante promissoras na busca de substancias
bioativas (CORREIA, DAVID & DAVID, 2006).

Do ponto de vista quimico, os géneros mais estudados nesta familia sdo
Mangifera, Rhus (Toxicodendron), Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus,
Schinus, Pistacia, Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea. Mangifera, Rhus e
Anacardium destacam-se pelo nimero de investigacdes relativas a composicao
guimica de suas espécies e atividades bioldgicas de seus extratos e metabdlitos.
Os estudos destas espécies possibilitaram verificar a ocorréncia de flavondides,
terpenos, esterbides, xantonas e, principalmente, dos lipidios fendlicos e
derivados. Destaca-se que, entre os flavondides, os biflavonodides sdo os mais
frequentes (CORREIA, DAVID & DAVID, 2006).

Deste modo, fica evidente o interesse em estudar a familia Anacardiaceae.
Espécies dessa familia ttm se mostrado bastante promissoras na busca de

novos metabdlitos bioativas.

1.3 O género Tapirira

O género Tapirira é um dos 76 géneros que pertencem a familia
Anacardiaceae. Com relacdo ao numero de espécies do género, na literatura
existe discrepancia quanto as espécies identificadas. Segundo DAVID et al
(1998) o0 género Tapirira € composto de aproximadamente 15 espécies. Porém
ROUMY, V. et al (2009) afirmam que s&do aproximadamente 35 espécies. De
acordo com informagdes disponiveis na internet
[(http://zipcodezoo.com/Plants/T/Tapirira_brenesii/), (
http://www.tropicos.org/NameSearch.aspx?name=Tapirira&commonname=)] o]
género Tapirira € composto de aproximadamente 32 espécies que Sao
mencionados a seguir: Tapirira bethanniana J.D. Mitch, T. bijuga Hook. f. ex
Marchand, T. brenesii Standl., T. caffra Marchand, T. chagrensis Pittier, T.

chimalapana T.Wendt & J.D.Mitchell., T. clarnoensis Manchester, T. cyrtocarpa
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Benth. & Hook.f. ex Hemsl., T. discolor Marchand, T. dunstervilleorum Steyerm.,
T. durhamii Miranda, T. edulis Brandegee, T. extensa (Wall.) Hook. f. ex
Marchand, T. fanshawei Sandwith, T. guianensis Aubl., T. hirsuta Hu, T. humilis
Marchand, T. macrophylla Lundell, T. marchandii Engl., T. mexicana Marchand, T.
myriantha Triana & Planch., T. obtusa (Benth.) J.D. Mitch., T. pao-pombo
Marchand, T. pearcei Rusby, T. peckoltiana Engl., T. pilosa Sprague, T. purpusii
Brandegee, T. retusa Ducke, T. rubrinervis Barfod, T. velutina Marchand, T.
velutinifolia (Cowan) L.Marcano Berti, T. wodier Marchand.

Com relacdo a distribuicdo das espécies do género Tapirira no mundo,
essas podem ser encontradas desde o México até a América do Sul,
apresentando-se como arvores ou arbustos (STANDLEY, P. C. & STEYERMARK,
J. A.,1949).

A literatura reporta que a quantidade de espécies identificadas do género
Tapirira no Brasil, resume-se a somente quatro espécies; Tapirira guianensis
Aubl., T. obtusa (Benth.) J.D.Mitch., T. pilosa Sprague e T. retusa Ducke (
FORZZA, et al 2010). Dentre elas T. guianensis é a espécie mais comum.

A distribuicdo geografica no Brasil de T. guianensis Aubl., acontece em
varios regides do Brasil. No Norte (Para, Amazonas, Tocantins, Acre, Ronddnia),
Nordeste (Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Bahia, Alagoas, Sergipe), Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias, Distrito Federal,
Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro) e na regido Sul (Parana, Santa Catarina) (SILVA-LUZ, C.L. & PIRANI,
J.R., 2010).

A espécie T. obtusa (Benth.) J.D.Mitch. é uma espécie de origem nativa,
ndo endémica do Brasil, conhecida popularmente por pau-pombo, pode ser
encontrada nas regidoes Norte (Amazonas, Tocantins, Acre), Nordeste (Bahia),
Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul) e no
Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro) (SILVA-LUZ,
C.L. & PIRANI, J.R., 2010).

A espécie Tapirira pilosa Sprague, tem distribuicdo geogréafica no Brasil
restrita a regido Norte (Amazonas). E uma espécie de origem nativa, nao
endémica do Brasil (SILVA-LUZ, C.L. & PIRANI, J.R., 2010).
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Com relacéo a espécie Tapirira retusa Ducke, também, é uma espécie de
origem nativa, ndo endémica do Brasil. Também sO pode ser encontrada na
regido Norte (Pard, Amazonas, Acre) (SILVA-LUZ, C.L. & PIRANI, J.R., 2010).

Diante do universo de espécies do género Tapirira, pode-se dizer que séo
encontrados poucos relatos na literatura sobre estudos fitoquimicos e de
avaliacdo da atividade biologica de espécies desse género. E reportado na
literatura que a primeira espécie do género Tapirira estudada do ponto de vista
fitoquimico, foi a espécie T. guianensis. Este estudo foi realizado por DAVID, J.
M. et al (1998) e reportou a composi¢ao quimica, bem como a atividade biolégica
dos metabdlitos presentes nas sementes da T. guianensis. Em continuidade a
esse trabalho, foram realizados estudos fitoquimicos das cascas de T. guianensis
e de T. obtusa (CORREIA, 1999). Nestas duas espécies foram isoladas

substancias com atividades anticancerigenas bastante pronunciadas.

1.4 Aspectos gerais de Tapirira guianensis Aubl.

Tapirira guianensis Aubl., € uma espécie arbdérea que mede de 8 a 14
metros de altura, com tronco curto de 40 a 60 centimetros de diametro (Figura 7,
p.13). Essa espécie pode ser encontrada em todo territorio brasileiro,
principalmente em terrenos Umidos, em quase todas as formacbes vegetais.
Floresce durante os meses de agosto-dezembro, sendo que, seus frutos
amadurecem a partir de janeiro, prolongando até marco (LORENZI, 2002).

Dois aspectos peculiares sdo observados nessa espécie, seus frutos sao
muito procurados por passaros, insetos e, mamiferos e suas folhas, quando
verdes, sdo conhecidas por serem venenosas (CORREIA, 1999).

Sua madeira é considerada leve, macia ao corte, rija, possui superficie
uniforme, textura fina a meédia, de baixa resisténcia ao ataque de organismos
xilofagos (cupins ou térmitas) (LORENZI, 1992). A madeira, por ser facil de
trabalhar, € muito empregada na confeccdo de brinquedos, compensados,
embalagens e caixotaria leve, moveis comuns, entalhes, saltos para calgados,
cabos de vassouras, etc. Além disso, a arvore pode ser empregada com sucesso

nos reflorestamentos heterogéneos de areas degradadas de preservacao
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bY

permanente, principalmente de locais Umidos, gragas a tolerAncia a esse
ambiente e a producdo de frutos altamente procurados pela fauna em geral.

A espécie T. guianensis é conhecida popularmente por “pau-pombo”, e
suas cascas e folhas sdo utilizadas na medicina popular contra lepra, diarréia e
sifilis (DAVID et al, 1998).

Figura 7: Fotografia da Tapirira guianensis

Do ponto de vista fitoquimico, o primeiro relato na literatura a respeito da
fitoquimica da espécie T. guianensis foi realizado por DAVID, J. M. et al (1998)
quando reportou a composi¢cdo quimica, bem como a atividade biolégica dos
metabdlitos presentes nas sementes dessa espécie. Do fracionamento do extrato
metandlico das sementes foram isolados dois compostos citotoxicos (Figura 8, p.
14).
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m=6,n=7 m=9,n=5

Figura 8. Compostos isolados das sementes de T. guianensis

A relatos na literatura sobre o isolamento e elucidacdo de estrutural de

metabdlitos secundarios das cascas de T. guianensis. Dos extratos hexanicos e

cloroféormico foram isolados dez substancias

ja conhecidas: B-sitosterol,

estigmast-4-en-3-ona, estgmast-4-en-3-one-6--ol, 3-B-O-B-glicopiranositosterol,

além de mistura de cinco ésteres derivados do acido ferulico e um éster derivado
do &cido p-cumarico (CORREIA, 2003), Quadro 1.

Quadro 1. Compostos isolados das cascas de T. guianensis

Nome da substancia

Estrutura

Fase extrativa

B-sitosterol

Cloroférmica

3B-0-B-D-glucopiranosil- Hexanica
sitosterol
Estigmast-4-en-3-ona Hexanica
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Estigmast-4-en-6(-ol-3-ona

Cloroférmica

AN
Ferulato de dodecosila o Hexanica
HO
O\CH3
n=20
[0]
. ~ .
Ferulato de tetracosila o Hexanica
HO'
O\CH3
n=22
[0]
.
Ferulato de hexacosila e Hexanica
HO
O\CH3
n=24
[e)
. AN .
Ferulato de octacosila o N Hexanica
HO
O\CH3
n=26
[0]
.
Ferulato de triacontila e Hexanica
HO
O\CH3
n=28
[e]
\ o/\ﬁn/

p-Cumarato de nonadecila

HO'

n=17

Cloroférmica
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A literatura também reporta sobre o estudo fitoquimico das folhas de
espécimens de T. guianensis coletadas na Mata Atlantica e Campo Rupestre
baiano. Nesse trabalho foram isolados e identificados da fase metandlica do
extrato hexanico uma série de novos hidrobenzofurandides (Quadro 2). Além
dessas substancias, foram isolados da fase hexanica do extrato metandlico, em
mistura o (2S, 4S)-2-nonadecilciclo-hex-5-eno-1,2,4-triol e (4S,6S)-6-nonadecil-
4,6-di-hidroxiciclo-hex-2-en-1-ona. Do mesmo extrato também foram isolados e
proposto a estrutura de dois componentes epiméricos o tetracosanoato de
(1R,2R)-2-metoxi-5-oxociclo-hexila e o tetracosanoato de (1S, 2R)-2-metoxi-5-
oxociclo-hexila (Quadro 3). Além disso, desse mesmo extrato foram isolados e
identificados terpenodides comuns, livres e esterificados com acidos graxos
(CORREIA, 2005), Quadro 4.
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Quadro 2. Novos hidrobenzofurandides isolados das folhas de T. guianensis

Nome da substancia Estrutura

(2S,3aR,5S,6R,7aR)-2-[8'2)-
pentadec-8’-enil]-hexa-hidro-1-
benzofurano-3a,5,6,7a-tetrol

(2S,3aR,5S,6R,7aR)-2-[8'2)-
pentadec-8’-enil]-7a-metoxi-
hexa-hidro-1-benzofurano-
3a,5,6(4H)-triol

(2S,3aR,5S,6S,7aS)-2-[8'2)-
pentadec-8’-enil]-6,7a-
dimetoxi-hexa-hidro-1-
benzofurano-3a,5(4H)-diol

2S5,3aR,5S,6S,7aS)-2-[8'2)-
pentadec-8’-enil]-hexa-hidro-1-

benzofurano-3a,5,6,7a-tetrol

(2S,3aR,5S,6S,7aS)-2-
[heptadecil]-hexa-hidro-1-

benzofurano-3a,5,6,7a-tetrol

3a,7a-di-hidroxi-2-[(8'2)-

heineicosan-8’-enil]-2,3,3a,7a-

tetra-hidro-1-benzofuran-
5(4H)-ona




Quadro 3. Substancias isolados das folhas de T. guianensis
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Nome da substancia

Estrutura

Mistura de (2S,4S)-2-
nonadecilciclo-hex-5-eno-1,2,4-
triol e (4S,6S)-6-nonadecil-4,6-di-

hidroxi-ciclo-hex-2-en-1-ona

[0)
OH o OH
\
] .~~“\\\\1\ﬂ/\ 6 s 1\(/)n/\
n 19 19
5 5

Qlimn

OH H
n=17 n=17
Tetracosanoato de (1S, 2R)-2-| 8
metoxi-5-oxociclo-hexila ‘ o
: ""’///O)L/Hn\/\
Now
n=19
Tetracosanoato de (1R,2R)-2- Q
metoxi-5-oxociclo-hexila * o
OM/\

o

CHj

n=19
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Quadro 4. Compostos isolados das folhas de T. guianensis

Nome da substancia Estrutura

Sitosterol

Sitosterol glicosilado

Glicose ——0O'

Sitostenona

B-amirina

a-amirina

Alcanoatos de sitosterila (em

mistura)

Alcanoatos de a-amirina

n=1, n=15, n=17, n=19
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2. Objetivos

2.1 Gerais
Este trabalho tem como objetivos gerais:

% Isolar novos constituintes quimicos presentes nas sementes da

espécie Tapirira guianensis;

¢+ Contribuir para o conhecimento quimico e taxonémico das

espécies da familia Anacardiaceae presentes no estado da Bahia.

2.2 Especificos

% lIsolar, através de métodos cromatograficos, os constituintes quimicos
provenientes do metabolismo secundario presentes na fase

diclorometéanica das sementes de Tapirira guianensis;

«» Determinar as estruturas das substancias isoladas através de métodos
espectrométricos como RMN *H, RMN *3C mono e bidimensionais (HMBC

e HMQC), além de IV e, comparacdo com dados da literatura;

% Avaliar o perfil de &cidos graxos presentes nos extratos hexanicos das

folhas e das sementes de Tapirira guianensis;

+* Avaliar atividade citotdxica das fases diclorometanicas das folhas e
sementes de Tapirira guianensis através do bioensaio de letalidade sobre
Artemia salina;

+* Avaliar atividade alelopatica das fases diclorometanicas das folhas e
sementes de Tapirira guianensis através do bioensaio de germinacao de

sementes de alface (Lactuca sativa L.).
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3. Parte experimental

3.1 Local

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratoério de Produtos Naturais
(GPPN) situado no Departamento de Quimica Organica do Instituto de Quimica
da Universidade Federal da Bahia com apoio do Laboratério de Produtos Naturais

(LPPN) localizado na Faculdade de Farmacia.

3.2 Coleta da espécie Tapirira guianensis

As folhas da espécie Tapirira guianensis foram coletados no dia 28 de julho
de 2009 no Campus de Ondina da Universidade Federal da Bahia, na cidade de
Salvador-BA. A coleta foi realizada numa regido localizada nas proximidades do
Instituto de Quimica. Enquanto que as sementes da espécie Tapirira guianensis
foram coletados no dia 05 de fevereiro de 2010 no Campus de Ondina da
Universidade Federal da Bahia, na cidade de Salvador-BA. A coleta foi feita numa

regido localizada nas proximidades do Instituto de Biologia.

3.3 Materiais e métodos

As folhas e as sementes foram secas previamente em estufa sob ventilacéo
com temperatura de cerca 40°C. Em seguida foram moidas em liquidificador e
submetidas a extragcdo com solventes organicos.

Os solventes empregados no preparo dos extratos, nas eluicbes das
cromatografias em placa e coluna (hexano, metanol, cloroférmio, acetato de etila e
diclorometano) foram de grau analitico da marca Quimex. Os solventes foram
evaporados a pressdo reduzida utilizando-se evaporador rotatério da marca
LABOROTA 4000.

Nos processos de separacdo por CC os adsorventes utilizados como fase
estacionaria foram gel de silica 60, com diametro de particula entre 0,063-0,200

nm e silica Flash com diametro de particula entre 0,040-0,063 mm, ambas de
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procedéncia da Acros Organics. Nas CCDC foram utilizadas placas preé-
preparadas de gel de silica 60 F,s4 da Merck. As placas de CCDC foram reveladas
com luz UV (254/365 nm), vapores de iodo e/ou reagente de Liebermann-
Burchard.

O reagente de Liebermann-Burchard foi preparado a partir da adigéao
cuidadosa da mistura de 10 mL de &cido sulfurico concentrado e 10 mL de
anidrido acético a 50 mL de etanol resfriado em banho de gelo. No procedimento
de revelacdo, a placa eluida foi borrifada com esse reagente e posteriormente
aquecida em placa de aquecimento a 100°C. O resultado positivo para esteroides
e triterpenos constitui na coloracao azul ou résea nas manchas eluidas.

Os espectros na regido do Infravermelho foram obtidos num
espectrofotometro SHIMADZU modelo IRAFFINITY-1. Para obtencdo de
espectros no IV em filme, as amostras foram solubilizadas em cloroférmio.
Enquanto que, em pastilha, foi empregado KBr seco da MERCK. As pastilhas
foram preparadas na concentracdo de aproximadamente 1% de amostra.

Os espectros de RMN *H (400 MHz) e de RMN *3C (75 MHz), bem como os
espectros bidimensionais foram obtidos em espectrometro VARIAN GEMINI 2000
e num Brucker Advance. Na obtencé&o foram utilizados solventes deuterados como
CDCls.

Os espectros de massas das substancias isoladas foram registrados no LC-
MS da SHIMADZU, MODELO LCMS 2010 com insercao direta, modo SCAN, faixa
m/z 50-500, modo negativo.

As andlises por Cromatografia gasosa (CG) para separacao e identificacdo
dos ésteres metilicos dos acidos graxos presentes nos extratos hexanicos das
folhas e das sementes de T. guianensis foram realizadas num equipamento
SHIMADZU (GC MS-QP2010 Plus).
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3.4 Preparacao dos extratos

3.4.1 Obtencéao da fase diclorometano do extrato hexanico das sementes de

Tapirira guianensis

As sementes coletados foram submetidos previamente a secagem em
estufa com ventilacdo por 48 horas a 40°C. Em seguida, os frutos foram moidos
em liquidificador, pesados tendo como massa 316 g, sendo posteriormente
submetido a processo de maceragdo com hexano por trés vezes consecutivas e
com intervalo de 48 horas. O filtrado obtido em cada etapa foi reunido e
concentrado sob pressédo reduzida em rota evaporador fornecendo o extrato
hexéanico que foi pesado obtendo massa de 6,62 g.

Em seguida, o extrato hexanico obtido foi particionado com metanol/agua
(95:5) para obtencdo das fases hexanica e hidrometandlica, que foram
concentradas e pesadas. Para obtencdo da fase diclorometano, a fase
hidrometandlica foi solubilizada em metanol/dgua (1:1) e particionada com
diclorometano, resultando na fase diclorometano. O procedimento experimental

empregado encontra-se ilustrado a seguir na Figura 9.
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Sementes moidas
(316 9)

Maceragéo com Hexano

Extrato Hexanico
(6,62 g)

Particdo entre Hexano/MeOH: H>,O

Fase Fase Hexanica
hidrometandlica (2,23 9)
(3,62 )

Particdo entre Diclorometano/MeOH: H,O (1:1)

Fase
Fase h|drc()(r)n2;an)ollca
Diclorometano 29
(3,159)

Figura 9. Procedimento experimental de obtencdo da fase diclorometano do
extrato hexanico das sementes de T. guianensis.

3.4.2 Obtencao do extrato hexanico das folhas de Tapirira guianensis para

avaliacdo do perfil de 4cidos graxos

As folhas de Tapirira guianensis foram secas em estufa de ar circulante a
40°C e apods secagem as folhas foram moidas em liquidificador. As folhas moidas
foram devidamente pesadas (Tabela 1), sendo em seguida submetida a processo

de maceracdo com hexano por trés vezes consecutivas e com intervalo de 48h. A
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fase hexanica liquida obtida foi concentrada sob pressdo reduzida em rota
evaporador fornecendo o extrato hexanico.

Em seguida, o extrato hexanico foi particionado com metanol/agua (95:5)
para obtencéo das fases hexéanicas e hidrometandlicas, que foram concentradas e
devidamente pesadas.

As massas dos extratos e fases organicas obtidos encontram-se registradas na
Tabela 1.
O procedimento experimental de obtencdo dos extratos/fases encontra-se

ilustrado na Figura 10.

Folhas secas e moidas

Maceracdo com Hexano

Extrato Hexanico

Particao entre Hexano/MeOH:H,0 (95:5)

Fase hidrometandlica Fase Hexanica

Figura 10. Fluxograma de obtencdo dos extratos hexanicos das folhas de Tapirira
guianensis

Tabela 1. Massas dos extratos e fases organicas das folhas de Tapirira

guianensis
Material Massas
Folhas secas e moidas 35,08 g
Extrato hexanico (EHF) 1,199
Fase hexanica (FHF) 0,71¢
Fase hidrometandlica (FHiF) 0,40 g
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3.4.3 Obtencao do extrato hexanico das sementes de Tapirira guianensis

para avaliacdo do perfil de 4cidos graxos

As sementes de Tapirira guianensis foram secas em estufa de ar circulante a
40°C e ap0s secagem as sementes foram moidas em liquidificador. As sementes
trituradas foram devidamente pesadas. Posteriormente as sementes trituradas
foram submetidas a processo de maceracdo com hexano por trés vezes
consecutivas e com intervalo de 48h. A fase hexéanica liquida obtida foi
concentrada sob pressédo reduzida em rota evaporador fornecendo o extrato
hexanico.

Em seguida, o extrato hexanico foi particionado com metanol/agua (95:5)
para obtencdo das fases hexanica e hidrometandlica, que foram concentradas e
pesadas (Tabela 2).

O procedimento experimental de obtenc&o dos extratos e fases encontra-se

ilustrado na Figura 11.

Sementes secas e
moidas

Macerac¢do com Hexano

Extrato Hexanico

Particdo entre Hexano/MeOH:H,0 (95:5)

Fase hidrometandlica Fase Hexanica

Figura 11. Fluxograma de obtencdo dos extratos organicos das sementes de
Tapirira guianensis
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Tabela 2. Massas dos extratos e fases organicas das sementes de Tapirira

guianensis
Material Massas
Sementes secas e moidas 10,05 ¢
Extrato hexanico (EHS) 1,20 ¢
Fase hexanica (FHS) 101g¢g
Fase hidrometandlica (FHiS) 0,19 ¢

35 Fracionamento da fase diclorometano do extrato hexanico das

sementes de T. guianensis

A fase diclorometano do extrato hexanico (TGDS) com massa de 3,15 g foi
submetida a cromatografia em coluna de silica gel 60 utilizando como fase movel
uma mistura de diclorometano (DCM) e metanol (CH3OH) em gradiente crescente
de polaridade. As 19 fragbes obtidas neste procedimento foram monitoras por
CCDC, utilizando como reveladores, irradiacdo por luz UV nos comprimentos de
onda de 245nm e 365nm e iodo. Apés esse monitoramento por CCDC, as fracfes

foram agrupadas como mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Fracdes obtidas da CC da fase TGDS

(cbdigo) FracOes reunidas| Eluente aplicado | Proporcéao (%)
TGDS-1 1-2 DCM 100
TGDS-2 3 DCM 100
TGDS-3 4 DCM 100
TGDS-4 5-10 DCM 100
TGDS-5 11 DCM 100
TGDS-6 12 DCM 100
TGDS-7 13-14 DCM / CH30OH 95:5
TGDS-8 15 DCM / CH30OH 95:5
TGDS-9 16 DCM / CH30OH 95:5
TGDS-10 17 DCM / CH30OH 90:10
TGDS-11 18 DCM / CH30OH 50:50
TGDS-12 19 CH3;0OH 100
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Purificacédo da fragcdo TGDS-4

A fracdo TGDS-4 (158,3 mg) foi submetida a CC empregando silica Flash como
fase estacionaria e como fase movel foi utilizado mistura de DCM/CH3;OH em
gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 15 fragdes que foram
agrupadas em 11 novas fragbes com base na andlise da CCDC (Tabela 4),
utilizando-se como reveladores radiacéo por luz UV (245 e 365 nm) e o reagente
de Lieberman-Burchard. Desse procedimento foi possivel isolar da fracdo TGDS-
4-7 a mistura de trés substancias S1, S2 e S3. Além disso, da fracdo TGDS-4-10
foi isolado a substancia S4.

Tabela 4. FracOes obtidas da CC da fracdo TGDS-4

(codigo) FracOes reunidas | Eluente aplicado | Proporc¢ao (%)
TGDS-4-1 1 DCM 100
TGDS-4-2 2 DCM 100
TGDS-4-3 3 DCM 100
TGDS-4-4 4-6 DCM 100
TGDS-4-5 I DCM 100
TGDS-4-6 8-9 DCM 100
TGDS-4-7 10 DCM 100
TGDS-4-8 11-12 DCM / CH3OH 95:5
TGDS-4-9 13 DCM / CH3OH 50:50
TGDS-4-10 14 DCM / CH3;OH 50:50
TGDS-4-11 15 CH3;OH 100

Purificacdo da fragcdo TGDS-4-8

Essa fracdo (27,5 mg) foi submetida a cromatografia por excluséo,
empregando-se SEPHADEX-LH 20 como fase estacionaria e como eluentes a
mistura de DCM/ CH3OH (50:50). Foram coletadas 7 fragcdes de 20 mL que foram
agrupadas em 6 novas fracdes com base na CCDC (Tabela 5). A sub-fracéo
TGDS-4-8-6 (8,7 mg) apresentou semelhanca com a fracdo TGDS-4-7. Essa
semelhanca pode ser observada através da andalise dos cromatogramas obtidos
por meio CCDC, sendo posteriormente confirmada pela analise dos espectros de
RMN (*H e *3C), que a sub-fracdo TGDS-4-8-6 era formada também pela mistura
das trés substancias S1, S2 e S3 isoladas da fracdo TGDS-4-7.



Tabela 5. Fracdes obtidas da CC da fracdo TGDS-4-8

(cbédigo) FracOes reunidas | Eluente aplicado | Proporcao (%)
TGDS-4-8-1 1 DCM / CH3;OH 50:50
TGDS-4-8-2 2 DCM / CH3OH 50:50
TGDS-4-8-3 3 DCM / CH3OH 50:50
TGDS-4-8-4 4 DCM / CH3;OH 50:50
TGDS-4-8-5 5 DCM / CH3OH 50:50
TGDS-4-8-6 6-7 DCM / CH3;OH 50:50

3.6 Reac0es de derivatizacéao

3.6.1 Reacgéo de transesterificagéo

O procedimento empregado na obtencao dos ésteres metilicos de acidos

graxos presentes nas fases hexanicas das folhas e das sementes consistiu no
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tratamento de 25,0 mg de cada fase hexanica com solucdo de metéxido de sodio

(0,5 M) em metanol (2,0 mL). O isolamento dos ésteres metilicos foi realizado
apos adicdo de agua destilada a mistura reacional, seguido de extracéo liquido-
liquido com hexano (CORREIA, 2005). O fluxograma desse procedimento

encontra-se ilustrado na Figura 12.
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Fase Hexanica
(folhas e sementes)

2,0 mL CH30ONa 0,5M

Agitacdo por 30 minutos
(Temp. ambiente)

5,0 mL de H,O

Extragdo com hexano

Fase hexanica Fase aquosa
transesterificada

Figura 12. Fluxograma de obtencdo dos ésteres metilicos de acidos graxos
presentes nas fases hexanicas

3.6.2 Reacdo de tioalquilacao

As substancias contendo cadeia alquilica insaturada foram submetidas a
reacdo de adicdo com dissulfeto de dimetila, utilizando iodo resublimado como
catalisador. O procedimento utilizado consistiu em tratar 3,0 mg da amostra com
1,0 mL do dissulfeto de dimetila seguido da adicdo de 100 uL de solucédo de iodo
(6 mg/1000 pL). O sistema foi purgado com nitrogénio e mantido fechado sob
agitacdo magnética por 24-48 h em temperatura ambiente, tratando-se em
seguida o sistema com 1 mL de tiossulfato de sodio (Na;S;03) 5%.
Posteriormente a mistura binaria foi separada em funil de separacéo, e o solvente

foi eliminado a presséo reduzida em evaporador rotatério (CORREIA, 2005).
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3.7 Avaliacao do perfil de acidos graxos presentes nas folhas e sementes de

T.guianensis

3.7.1 Perfil de acidos graxos presentes na fase hexanica das folhas de

T.guianensis

A fase hexanica (FHF) das folhas da espécie T. guianensis foram
submetidas a reacdes de transesterificacdo, através da metodologia descrita no
item 3.6.1. Esse procedimento de obtencdo da fase Hexanica transesterifica foi

realizado em triplicata.

Os ésteres metilicos dos acidos graxos presentes em cada fase hexanica
transesterificada foram analisados através de injecdo de 1 mL da fase organica
em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) da
Shimadzu modelo QP2010, equipado com coluna Rix®-1 MS (Crossbond® 100%
dimetil polisiloxano) de 30 m de comprimento, com 0,25 mm de diametro interno e
0,25 pym de espessura do filme. As condi¢cbes de operacdo foram: temperatura
programada da coluna de 80 °C por 2 min, taxa de aquecimento 10 °C min™ até
140 °C com taxa de aquecimento 3°C min™ até 200 °C mantida por 10 min, com
taxa de aquecimento de 5°C min™ até 230°C, com taxa de aquecimento de 20 °C
min? até 300 °C mantida por 0,83 min; temperatura do injetor: 280 °C;
temperatura da interface: 260 °C; hélio foi empregado como gas de arraste, com
fluxo de 0,8 mL min®. Os espectros de massas foram registrados em
espectrometro de massas operando na forma scan; voltagem do filamento de 70
eV; voltagem do detector de 1,3 KV; analisador do tipo quadrupolo. Os ésteres
metilicos foram identificados através de comparacdo com o0s espectros de
massas das bibliotecas NIST 147 e WILEY 8.

3.7.2 Perfil de acidos graxos presentes na fase hexanica das sementes de

T.guianensis

A fase hexanica (FHS) das sementes da espécie T. guianensis foram

submetidas a reacdes de transesterificacédo, através da metodologia descrita no
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item 3.6.1. Esse procedimento de obtencdo da fase hexanica transesterifica foi
realizado em triplicata.

Os ésteres metilicos dos acidos graxos presentes em cada fase hexanica
transesterificada foram analisados através de injecdo de 1 mL da fase orgéanica
em cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) da
Shimadzu modelo QP2010, equipado coluna Rtx®-1 MS (Crossbond® 100%
dimetil polisiloxano) de 30 m de comprimento, com 0,25 mm de diametro interno e
0,25 ym de espessura do filme. As condi¢cbes de operacdo foram: temperatura
programada da coluna de 100 °C por 2 min, taxa de aquecimento 10 °C min™ até
140 °C com taxa de aquecimento 5°C min™ até 180 °C mantida por 15 min, com
taxa de aquecimento de 3°C min™ até 230°C, com taxa de aquecimento de 20 °C
mint até 300 °C mantida por 0,83 min; temperatura do injetor: 280 °C;
temperatura da interface: 260 °C; hélio foi empregado como gés de arraste, com
fluxo de 0,8 mL min!. Os espectros de massas foram registrados em
espectrometro de massas operando na forma scan; voltagem do filamento de 70
eV; voltagem do detector de 1,3 KV; analisador do tipo quadrupolo. Os ésteres
metilicos foram identificados através de comparacdo com o0s espectros de
massas das bibliotecas NIST 147 e WILEY 8.

3.8 Bioensaio de letalidade para larvas de Artemia salina

O ensaio de toxicidade sobre as larvas de Artemia Salina LEACH foi
realizado de acordo com a metodologia utilizada por DAVID, J. P. et al., 2001.
Foram preparadas 4 solucdes cloroférmicas com concentracées de ( 50, 100, 500
e 700 pg/mL) das fases diclorometano do extrato hexénico das folhas e das
sementes de T. guianensis (TGDF e TGDS) e 3 solucdes cloroférmicas de (50, 75
e 100 pg/mL) da mistura das substancias S1, S2 e S3. Essas solu¢des foram
adicionadas em frascos tipo "snap". O solvente utilizado foi eliminado com auxilio
de pistola de aguecimento. Todos 0s experimentos, inclusive os de controle foram

realizados em triplicata.

Os cistos de Artemia salina foram eclodidos em um aquario retangular,

utilizando-se solucao salina 3,8 g/L obtida de acordo com as especificacdes do
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fabricante. O sistema foi aerado com bomba especifica. O aquario foi construido
com uma divisdo interna de acrilico contendo varios orificios, produzindo dois
compartimentos ndo equivalentes em tamanho. Os cistos foram adicionados no
compartimento menor, previamente escurecido utilizando-se papel aluminio. O
compartimento maior foi externamente iluminado com lampada 60W, de modo a
atrair os nauplios para este compartimento, apés a eclosdo. Os cistos foram

incubados por 48 horas em temperatura ambiente.

Apoés 48 horas foram transferidos 10 nauplios para cada frasco, utilizando
pipeta Pasteur esterilizada e, o volume dos frascos completados até 5 mL com
agua do mar artificial. As amostras bem como os controles foram mantidos sob
iluminacdo por mais 24 horas e o0 numero de nauplios sobreviventes foram
determinados com auxilio de uma lupa. A larva era considerada morta caso nao
exibisse movimentos durante 10 segundos de observacdo. Os dados obtidos
foram processados e os valores de DLs, foram calculados usando o método de
probit.

3.9 Avaliacdo da Atividade Alelopatica das fases diclorometano (TGDF e
TGDS)

As avaliacdes dos efeitos alelopaticos das fases diclorometano das folhas
e das sementes de T. guianensis (TGDF e TGDS) foram realizadas frente a
germinacao de sementes de alface (Lactuca sativa L.).

Bioensaios de germinacdo: Foram desenvolvidos em camaras de
germinacao, em condicdes controladas para temperatura de 25 °C. A germinacao
foi monitorada em periodo de sete dias, envolvendo contagens diarias e
eliminacdo daquelas sementes germinadas. Consideraram-se sementes
germinadas aquelas que exibiam extensao radicular igual ou superior a 2,00 mm
(Duram & Tortosa, 1985; Juntila, 1976).

Cada placa de Petri de 9,0 cm de diametro, forrada com uma folha de papel-filtro

qualitativo, recebeu 10 sementes.
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Procedimentos para realizagcdo dos bioensaios de germinacé&o: Para a
andlise da atividade alelopética das duas fases (TGDF e TGDS), estabeleceram-
se as concentracdes de 0,5; 1,0 e 1,5 g L™, tendo como eluente o metanol. Cada
placa de Petri recebeu 3,0 mL da solucdo, deixando-se evaporar o solvente,
adicionando, em seguida, o mesmo volume de agua destilada, mantendo, dessa
forma, a concentragao original. Em seguida foi depositado em cada placa de
petri, dez sementes de alface (Lactuca sativa L.) em trés repeticdes para cada
concentracdo das amostras (TGDF e TGDS). As solucbes foram adicionadas
apenas uma vez, no inicio do experimento, sendo adicionado, a partir de entao,

apenas agua destila, sempre que se fazia necessario.

Para tratamento controle da germinacédo utilizou-se agua destilada sob as
mesmas condi¢des. Para verificacdo da germinacédo, procedeu-se fazendo leitura

diaria durante sete dias com retirada das sementes germinadas.

No final de 7 dias, calculou-se a média aritmética das sementes
germinadas de cada amostra, que apds, juntamente com a média das sementes
germinadas no tratamento controle, calculou-se o percentual de inibicdo de cada

amostra na germinacéo das sementes.

4. Discussao dos resultados

4.1 Substancias isoladas de T. guianensis

No Quadro 5 estdo apresentadas as substancias isoladas da fase

diclorometano das sementes de T. guianensis.
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Quadro 5. Substancias isoladas das sementes de T. guianensis

NOME ESTRUTURA
Em mistura: HO_ N 3
2 100 1
S1 = 2-[(10'Z)-dodec-10’-enil]- 6 Y " o 7
dihidro-1-benzofuran-5-ol ! '
_ s . s . HO 5 4 2 3
S2 = 2-[(10°Z)-tridec-10-enil]- , o 1
dihidro-1-benzofuran-5-ol 6 T~ 1 .
7 1 ;
S3 = 2-[(10°Z2)-pentadec-10’- )
HO 3

enil]-dihidro-1-benzofuran-5-ol

1 n=7

S4 = B-sitosterol

4.2 Dados fisicos e espectroscoOpicos das substancias isoladas

< Mistura das substancias S1, S2 e S3:

S1 = 2-[(10’Z2)-dodec-10’-enil]-dihidro-1-benzofuran-5-ol

FM: CaoH300,. Oleo viscoso. [a]® p +13° (c.1,5; CHz0H)



S2 = 2-[(10’2)-tridec-10’-enil]-dihidro-1-benzofuran-5-ol

FM: Cy1H3,0,. Oleo viscoso. [a]?® p +13° (c.1,5; CH;OH)

S3 = 2-[(10’2)-pentadec-10’-enil]-dihidro-1-benzofuran-5-ol

FM: Ca3H360,. Oleo viscoso. [a]? p +13° (c.1,5; CHzOH)

IVymax fime (cmM™): 3347; 3005; 2919; 2850; 1492; 1468; 1199; 862; 814
-RMN 'H: Tabela 8, p. 52.

-RMN *3C: Tabela 8, p. 52.

% Substéncia S4: (24R)-24-etilcolest-5-en-33-ol (B-sitosterol).
FM: C29H500. Sélido branco.
IVymax fime (cmM™): 3432; 2959; 1466; 1383; 1062

-RMN *3C: Tabela 9, p. 60.

4.3 ldentificagdo e Determinagao Estrutural
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A identificacdo das substancias isoladas foi feita através das analises

espectroscopicas tais como, espectroscopia na regido do infravermelho (1V); de

ressonancia magnética nuclear (RMN) uni e bidimensional e espectrometria de

massas (EM).

4.3.1 Hidrobenzofurandides

Os hidrobenzofuranoides alquilados podem ser considerados uma nova

classe de metabdlitos secundarios. A formacdo destes compostos pode esta

relacionada aos lipidios fendlicos presentes nas sementes de T. guianensis

(CORREIA, 2005).
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Os hidrobenzofuranoides alquilados sado compostos heterociclicos que
apresentam como estrutura basica um anel aromético fundido ao anel furano

ligado a uma cadeia alquilica (Figura 13).

Figura 13. Estrutura bésica de hidrobenzofurandéides

O estudo quimico das sementes de T. guianensis revelou a presenca de

uma mistura de trés diidrobenzofurandides.

4.3.1.2 Elucidacéo estrutural das substancias S1, S2 e S3

Sl
4
HO 5 3a 3
2 0 1
n
e 7a Q0 1 n=7
7 1
S2
4
HO 5 3a 3
2 100 11
6 |
2 7a o1 1 n=7
S3
HO 4 3

5 1 n=7

A mistura das trés substancias S1, S2 e S3 foi obtida da fragcdo TGD-4-7

apresentando-se como um Oleo viscoso com uma coloragdo castanho
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avermelhado. A fracdo TGD-4-7 quando analisada por CCDC apresentou

comportamento cromatografico como se fosse uma Unica substancia.

A determinacédo estrutural da mistura das trés substancias foi estabelecida
através da analise dos dados obtidos no infravermelho (IV), RMN *H, RMN *3C,

de correlacdo HMQC e HMBC, aliados aos dados do espectro de massas.

O espectro no IV apresentou bandas caracteristicas de vibragbes de
deformacdo axial do O-H fenélico em 3347 cm™, vibracdes de deformacéo axial
de C-H de aromatico em 3005 cm™, vibracdes de deformacdo axial de C-H em
2919 e 2850 cm™, vibracBes de deformacdo axial das ligacdes C=C do anel
aromatico em 1492 e 1468 cm™, vibracdo de deformacéo axial de C-O em 1199
cm™, vibracées de deformacdo angular fora do plano de C-H em 862 e 814 cm™,

referentes a anel aromatico trisubstituido, entre outras (Figura 14, p. 38).
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Figura 14. Espectro de infravermelho das substancias S1, S2 e S3.

A anélise do espectro de RMN *H (Figuras 15 e 17, p. 40-41) revelou a

natureza aromatica da mistura das trés substancias isoladas pela presenca de
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sinais na regido de hidrogénios ligados a carbonos aromaticos. As integracdes
dos hidrogénios nesta regiao indicavam a presenca de trés hidrogénios. Isso
pode ser constatado pela presenca de um singleto largo em & 6,68 integrando
para um hidrogénio e de dois dubletos na regidao de 6 6,61 e & 6,57 integrando
para um hidrogénio cada. Consequentemente, esse perfil do espectro na regiao
de hidrogénios ligados a carbonos aromaticos sugeria, a existéncia de anel
aromatico trissubstituido.

Neste espectro (Figuras 15-16, p. 40-41) pode-se constatar a presenca de
um sinal em & 5,36, integrando para dois hidrogénios. Este sinal é caracteristico
de hidrogénios olefinicos de acidos graxos insaturados com uma configuracao Z
entre eles. Esses dados juntamente com os sinais de hidrogénios entre 6 0,91-
2,03 sugeriam a presenca de uma cadeia alquenilica ligada ao anel aromatico
derivada de um acido graxo insaturado. A presenga de um tripleto em & 0,91 foi
indicativo de uma metila terminal na cadeia alquilica.

Além disso, no espectro de RMN de 'H pbdde-se também constatar a
presenca de um multipleto em 6 4,74 referente ao hidrogénio oximetinico (Figuras
15 e 16, p. 40-41; Tabela 8, p. 52).
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Figura 15. Espectro de RMN *H de S1, S2 e S3 [400 MHz, CDCls, 84 (ppm)]
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Figura 16. Ampliagdo (34 4,5-5,50) do espectro de RMN 'H de S1, S2 e S3
[400 MHz, CDCl3, &4 (ppm)]
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Figura 17. Ampliagdo (34 6,0-7,50) do espectro de RMN *H de S1, S2 e S3
[400 MHz, CDCls, 8y (ppm)]

A andlise do espectro de RMN **C (Figura 18, p. 42) confirmou a presenca

de um anel aromatico trissubstituido, através dos sinais relativos a trés carbonos
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nao hidrogenados na regido de aromaticos em & 153,62 (C-7a), 6 149,42 (C-5) e
0 128,22 (3a). Pelos valores apresentados, dentre esses trés carbonos néo
hidrogenados, dois sdo carbonos oxigenados com deslocamento quimico em &
153,62 (C-7a) e & 149,42 (C-5) respectivamente. Esses dados permitiram
confirmar a presencga de uma hidroxila fendlica, visto que no espectro de IV foi
constatado a presenca de uma banda de vibracdo de deformagéo axial de O-H
fendlico em 3347 cm™ (Figura 14, p. 38).

Além disso, no espectro de RMN *3C foi verificada a presenca de carbono
oximetinico C-2 com deslocamento quimico em & 83,65. Os demais sinais
registrados (Tabela 8, p. 52) corroboraram com as informagdes obtidas do
espectro de RMN *H.

A estereoquimica da olefina pode ser confirmada através dos dados de
RMN de **C uma vez que os deslocamentos quimicos dos carbonos alilicos (&
27,23 e & 26,95) sdo indicativos da presenca de um Z-alqueno. Caso a ligacao
dupla fosse E, esses carbonos estariam desprotegidos de cerca de 4-6 ppm
(BREITMAIER; VOELTER, 1987).
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Figura 18. Espectro de RMN **Cde S1, S2 e S3 [75 MHz, CDCls, 3 (ppm)]
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O espectro HMQC (Figuras 20, 21 e 22, p. 44-45) permitiu identificar os
hidrogénios ligados aos respectivos carbonos e, a partir do espectro de HMBC
(Figuras 23, 24 e 25, p. 46-47) foi possivel concluir sobre a conectividade dos
carbonos. Dentre as correlacbes mais importantes observadas neste espectro,
puderam ser destacadas as correlacdes dos hidrogénios metilénicos H-3 (o 2,83;
0 3,22) com os carbonos do anel aromatico; C-4 (6 112,40) hidrogenado, C-3a (&
128,22) nao hidrogenado e C-7a (6 153,62) oxigenado nao hidrogenado. Além
dessas correlacbes, foi observado também correlacbes dos hidrogénios
metilénicos H-3 (& 2,83; & 3,22) com o carbono oximetinico C-2 (6 83,65). Desta
forma, considerando-se as correlagdes envolvendo os hidrogénios metilénicos H-
3 (6 2,83; 6 3,22) com os carbonos C-3a (6 128,22), C-7a (6 153,62) oxigenado e
o carbono oximetinico C-2 (& 83,65), péde-se sugerir que o carbono C-7a (&
153,62) oxigenado estaria compartilhando o oxigénio com o carbono oximetinico
C-2 (6 83,65) levando a formacdo de um anel na juncdo do anel aromatico. Na
Tabela 8 (p. 52) encontram-se descritas todas as correlacdes observadas no
HMBC. A Figura 19 (p. 43), sumariza as correlacbes a duas e trés ligacdes

observadas no espectro de HMBC.

Figura 19. Correlacbes observadas no HMBC para S1, S2 e S3
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Figura 22. Ampliagao (&¢ 60-140/84 4,5-7,3) Espectro de HMQC de S1, S2
e S3[75 MHz, CDCls, (ppm)]
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A correta localizacdo do carbono do anel aromatico em que a hidroxila
fendlica estava conectada foi realizada através da comparacéo entre os valores
observados e também por calculos empiricos de deslocamento quimico para os
atomos de carbono do anel aromético, visto que, a analise dos dados registrados
pelo espectro de HMBC néo pode determinar a localizacdo do grupo.

Diante do perfil do espectro de RMN 'H em que pdde ser constatado a
presenga de um singleto em ® 6,68 integrando para um hidrogénio e de dois
dubletos na regido de & 6,61 e & 6,57 integrando para um hidrogénio cada,
sugerindo a existéncia de anel aromatico trissubstituido, induziu a duas
possibilidades de localizacdo da hidroxila no anel aromético da estrutura
(Proposta 1 e Proposta 2). Sendo assim, a hidroxila fendlica poderia estar
localizada no carbono C-5 ou no carbono C-6. Nesse sentido foi possivel
estabelecer duas propostas estruturais para as substancias S1, S2 e S3 (Figura
26):



Proposta 1

Figura 26. Possiveis estruturas que representariam S1, S2 e S3.

Proposta 2
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Foram realizados calculos empiricos de deslocamentos quimicos para os

atomos de carbono do anel aromético variando a posicdo de conectividade da

hidroxila entre o carbono C-5 e carbono C-6 (Tabela 7, p. 49). A base de célculo
estabelecida foi a equagao 6 = 128,5 + A (SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F.

X., 2007), donde o valor 128,5 é equivalente ao & dos atomos de carbono do anel

benzénico e A representa a somatéria dos incrementos citados na Tabela 6 (p.

48).

Tabela 6. Incrementos de deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do

benzeno (ppm a partir do benzeno em 128,5 ppm)

Substituinte Incrementos
X Al A2 A3 A4
-OH 26,6 -12,7 1,6 -7,3
-CH,CH3 15,6 -0,5 0,0 -2,9
-OCHj3; 31,4 -14.4 1,0 -7,7
-H 0,0 0,0 0,0 0,0
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos calculados para atomos do anel aromatico
das estruturas 1 e 2 propostas

6 Calculado
Posicéao Proposta 1 Proposta 2
HO 5 4 A 4
3
6
7 "Q
’ 1
3a 131,3 (C) 122,4 (C)
4 116,3 (CH) 130,6 (CH)
5 147,4 (C) 108,1 (CH)
6 114,2 (CH) 153,5 (C)
7 115,7 (CH) 101,4 (CH)
7a 152,1 (C) 161,0 (C)

Assim, comparando os valores dos calculos tedricos de deslocamentos
quimicos dos carbonos do anel aromatico das duas propostas (1 e 2) com 0s
valores observados dos carbonos arométicos pode-se sugerir que 0S
deslocamentos quimicos dos carbonos do anel aromatico da proposta 1 se
aproximam dos valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos do anel
aromatico observado (Tabela 8, p. 52), principalmente dos carbonos oxigenados.
Nesse sentido, p6de-se sugerir que o grupo hidroxila encontra-se conectado no
carbono C-5 das estruturas das substancias S1, S2 e S3.

A indicacéo que a fracdo TGD-4-7 era composta por uma mistura de trés
substancias adveio da presenca no espectro de massas de trés ions pseudo-
moleculares [M-1]. O EM-ESI registrado em modo negativo apresentou ions
pseudo-moleculares [M-1] em m/z 301, 315 e 343 (Figura 27, p. 50).

Estes dados aliados a dados de RMN de 'H e de *3C e de IV permitiram
propor as férmulas moleculares CyoH3z002, C21H320, € Cy3Hz0, para as trés

substancias.
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Figura 27. Espectro de massas (EM-ESI) de S1, S2 e S3

Esses resultados sugeriram a presenca de trés cadeias alquenilicas
contendo 12, 13 e 15 4tomos de carbonos cada uma.

A localizacdo da ligacdo dupla Z das substancias S1, S2 e S3 foi
estabelecida a partir da analise do EM do derivado a,B-bis-(tiometilico) sintetizado
através da reacdo da mistura das substancias S1, S2 e S3 com disulfeto de
dimetila (Esquema 1, p. 51). O espectro de massas revelou o fragmento em m/z
321 (C19H2900,S) 0 que permitiu sugerir a posicdo da ligagcdo dupla nas trés
cadeias alquilicas entre os carbonos C10’ e C11’ (Esquema 2, p. 51). Diante
destes resultados S1, S2 e S3 foram identificados como sendo, respectivamente,
2-[(10’Z)-dodec-10’-enil]-diidro-1-benzofuran-5-ol, 2-[(10’Z)-tridec-10’-enil]-diidro-

1-benzofuran-5-ol e 2-[(10’Z)-pentadec-10’-enil]-diidro-1-benzofuran-5-ol.
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Esquema 1. Derivatizacéo para elucidacéo da posicdo da ligacao dupla
das substancias S1, S2 e S3.
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Esquema 2. Fragmentacéo responsavel pela atribuicdo do posicionamento
da ligacao dupla das substancias S1, S2 e S3.



Tabela 8. Dados espectrais de RMN *H (400 MHz) RMN **C (75 MHz), HMBC de

S1, S2 e S3[CDCls, & (ppm)]

POSICAO S¢c Sy [ mult. J (H2)] HMBC
2 83,65 4,74 (m)
3 36,06 3,22 (dd: 8,8:8,8) | 153,62; 128,22;
2,83 (dd: 8,0; 8,0) 83,65; 35,93
3a 128,22 i i
4 112,40 6,68 () 153,62; 149,42;
114,09; 36,06
5 149,42 i ]
6 114,09 6,58 (d: 8,4) 153,62; 149,42;
112,40;
7 109,13 6,62 (d: 8,4) 153,62; 149,42;
128,22
7a 156,62 i ]
1 35,93 1,82 (m) i
1,63 (M)
2.8 29,80-29,59 1,32 (m)
oy 26,95 2,04 (M) 129,89
10 129,90 5,36 (M) 27,23
11’ 129,89 5,36 (M) 26,95
12 27,23 2,04 (M) 129,90
13’ 32,00 1,32 (m)
14 22,38 1,32 (m)
15 14,18 0,91 (t; 6,4) 22,38; 32,00
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Sabe-se que substancias isoladas de partes do material vegetal durante o
processo de purificacdo podem sofrer reagbes quimicas e levar a formacao de
artefatos. No entanto, para a fracdo TGD-4-7 que contém a mistura das
substancias S1, S2 e S3, pode constatar que essas substancias nao se tratam de
artefatos, visto que essas substancias sao oticamente ativas, apresentando uma
rotacdo especifica de [a]® p +13° (c.1,5; CH3OH). Caso essas substancias
fossem artefatos, ou seja, fossem produzidas por reacbes quimicas durante o
processo de purificacdo, essas substancias seriam uma mistura racémica. Sendo
assim, uma mistura racémica ndo provoca rotacao liquida da luz polarizada no

plano, resultando em nenhuma atividade 6tica liquida.

Em estudos que ja foram realizados em diferentes partes da espécie T.
guianensis, possibilitou isolar uma série de compostos arométicos. Nesse
sentido, provavelmente a rota biossintética que leva a formacdo desses novos
diidrobenzofurandides isolados das sementes de espécie T. guianensis, sejam
derivados dos lipidios fendlicos. Os lipidios fendlicos e derivados sédo definidos
como produtos naturais ndo-isoprénicos, que apresentam em sua estrutura
grupos aromaticos e alifaticos e exibem ambos os comportamentos, hidrofilico e
lipofilico. Normalmente sdo caracterizados pela presenca de grupo fenol ligado a
uma cadeia alquilica com numero impar de carbono (CORREIA, DAVID &
DAVID, 2006).

No estudo fitoquimico do extrato metandlico das sementes de T.
guianensis realizado por DAVID, J. M. et al (1998) foram isolados dois compostos
hidroquindnicos (Figura 28, p. 54). Baseado nesses estudos pode supor que
provavelmente derivados de compostos hidroquindnicos estejam relacionados
com a rota biossintética que leva a formacdo dos novos diidrobenzofuranéides

isolados das sementes de espécie T. guianensis.

Uma proposta biossintética para a formacdo da mistura das substancias
S1, S2 e S3 esta ilustrada no Esquema 3. Os compostos hidroquinénicos
apresentando hidroxilagdo na posigao 2’ podem ser os precursores dos novos
diidrobenzofurandides. Apesar de n&o haver relatos na literatura sobre o
isolamento desses compostos, a oxidagao na posig¢ao 2’ € bastante frequente nos
lipideos fendlicos (KOZUBEK, A; TYMAN, J. H. P., 1999).
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Figura 28. Compostos hidroquinénicos isolados das semenntes de T.
guianensis
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Esquema 3. Proposta biossintética para os diidrobenzofurandides isolados
de T. guianensis.
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4.3.2 Fitoesterodides

As fragdes de lipidios obtidas dos vegetais e dos animais contém um grupo
importante de compostos conhecidos como esterdides. Os esterdides sao
compostos importantes ndo so por fazerem parte da composicdo das membranas
biolégicas ou por serem precursores da biossintese de hormdnios esteroidais,
mas também pelas demais atividades biologicas atribuidas a estes, tais como:
antiinflamatodria, antibacteriana, antifingica, e mais recentemente como protetor
de tumores no colon intestinal e inibidor da promocédo e inducdo de células
tumorais (OVESNA et al., 2004).

Os esterdides extraidos de espécies vegetais sdo conhecidos como
fitoesterdides. Sdo alcoois constituidos por 28 ou 29 atomos de carbono, de
estruturas semelhantes ao colesterol, que encontram-se presentes nos
organismos dos animais (AWAD & FINK, 2000).

7

O nucleo fundamental das substancias esteroidais € constituido pelo
anel ciclopentanoperidrofenantrénico (Figura 29) ligado a dois grupamentos
metila nas posi¢cdes C-10 e C-13, e a cadeia lateral na posi¢cdo C-17 apresenta
ndamero de atomos de carbono variavel entre dois e oito. A nomenclatura esterol
€ aplicada especificamente para alcodis que apresentam o referido nucleo
fundamental, para tanto, praticamente todos os fitoesterdides apresenta um
grupamento hidroxila na posicédo C-3 (ROBINSON, 1991).

Figura 29. Anel ciclopentanoperidrofenantrénico

Os fitoesterdides podem ocorrer no estado livre, como ésteres ou

glicosideos. No estudo fitoquimico das sementes da espécie T. guianensis a
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presenca dessa classe de compostos foi verificada com o predominio do B-

sitosterol.

4.3.2.1 Elucidacgéao estrutural da substancia S4

S4 3-sitosterol

A substancia S4 presente na fracdo TGD-4-10 como sélido branco
cristalino apés eluicdo em CCDC e revelacdo com reagente de Lieberman-

Burchard apresentou uma coloracao résea indicativo de triterpeno ou esteroide.

A identificacdo desta substancia foi baseada nos dados obtidos no

infravermelho (1V), RMN de 'H e 3C, aliados aos dados do espectro de massas.

O espectro no infravermelho (Figura 30, p. 57) exibiu bandas de absorcfes
referentes a deformacfes axiais de O-H na regido de 3432 cm™; absorcéo
intensa na faixa de 2959 cm™ referente a estiramento de grupo CH. As absorcées
na regido de 1466, 1383 e 1062 cm™ representam, respectivamente,

deformacg0bes angulares de CH,, CH3 e deformacgé&o axial de C-O.
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Figura 30. Espectro de infravermelho da substancia S4.

Andlise do espectro de RMN de *H (Figura 31, p. 58) indicou Varios
sinais na regido entre & 0,67 e 1,00 correspondendo aos grupos metilicos (C-18,
C-19, C-21, C-26, C-27 e C-29). As principais evidéncias do espectro de RMN
'H indicativas dessa estrutura foram a presenca de um multipleto em & 3,52
correspondente ao hidrogénio oximetinico e um dupleto em & 5,33
correspondente ao hidrogénio olefinico H-6. Estes dados foram corroborados
pelos sinais de carbono oximetinico em & 71,79 (CH) e de carbonos
olefinicos em & 140,73 (C nao hidrogenado) e & 121,71 (CH),observados nos
espectros de RMN de *3C (Figura 32, p. 59).

O espectro de massas (Figura 33, p. 59) da substancia S4 apresentou ion
molecular em m/z 414. Este valor é caracteristico do ion molecular da substancia

B-sitosterol.

A comparacao dos dados obtidos, especialmente o espectro de RMN de
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13C, com dados obtidos da literatura (GRECA, MONACO & PREVITERA,
1990; CARDOSO, 2007) (Tabela 9, p. 60) permitram a identificacao

inequivoca da substancia S4 como sendo o (3-sitosterol.

‘
e
s e { ’f\\)"\ )M} u
R e s AT

Figura 31. Espectro de RMN*H da substancia S4 [(300 MHz), CDCl5].
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Tabela 9. Dados do espectro de RMN de *3C [300 MHz, CDCls, 5 (ppm)] da

Substancia S4 e valores da literatura

60

Posicéao
Substéncia S4 B-sitosterol*
1 37,21 37,33
2 31,62 31,63
3 71,79 71,73
4 42,25 42,20
5 140,73 140,71
6 121,71 121,63
7 31,87 31,96
8 31,87 31,81
9 50,10 51,13
10 36,47 36,43
11 21,05 21,09
12 39,74 39,79
13 42,25 42,37
14 56,73 56,75
15 24,27 24,15
16 28,22 25,25
17 56,02 56,02
18 11,83 11,84
19 19,37 19,46
20 36,12 36,07
21 18,74 18,68
22 33,90 33,95
23 26,02 26,10
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24 45,79 45,82
25 29,10 29,15
26 19,37 19,77
27 19,79 19,21
28 23,03 23,13
29 11,83 11,04

*GRECA, MONACO & PREVITERA, 1990

4.4 Perfil de acidos graxos presentes nas fases hexanicas das folhas e

sementes de T. guianensis

4.4.1 Rendimento de 6leo extraido dos extratos hexanicos

O rendimento de Oleo extraido apds processo de particdes dos extratos
hexanicos das folhas e das sementes de T. guianensis foram obtidos pela

expressao:

Rendimento (%) = (massa da fase/extrato bruto) x 100

O rendimento obtido de 6leo extraido do extrato hexanico das folhas foi de
62,21 + 1,47 %. Enquanto que o rendimento obtido de 6leo extraido do extrato
hexanico das sementes foi de 84,17 + 0,07 %. Pode-se verificar que foi extraido
uma maior quantidade de o6leo do extrato hexanico das sementes quando
comparado a extracdo de 6leo do extrato hexanico das folhas. Esse rendimento
maior apresentado de 6leo extraido das sementes ja era esperado, visto que, as
sementes possuem uma maior quantidade de 6leo quando comparados com as
folhas. Portanto as sementes desta espécie pode ser uma boa fonte de acidos

graxos.
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4.4.2 ldentificagcdo dos ésteres metilicos presentes na fase hexanica das
folhas de T. guianensis

Apo6s derivatizacdo dos triglicerideos presentes na fase hexanica das folhas
por meio da reacdo de transesterificacdo e obtencdo dos ésteres metilicos
correspondentes, estes foram analisados por CG-EM. As analises foram
realizadas em triplicata. No cromatograma (Figura 34) foram registrados sete
picos majoritarios com diferentes tempos de retencédo, e cada um deles originou
um espectro de massas cujos respectivos ions moleculares em m/z 242, m/z 270,
m/z 270, m/z 294, m/z 292, m/z 296 e m/z 298 fragmentos sao correspondentes
ao tetradecanoato de metila, 14-metil pentadecanoato de metila, hexadecanoato
de metila, 9,12-octadecadienoato de metila, 9, 12, 15-octadecatrienoato de

metila, 9-octadecenoato de metila e ao octadecanoato de metila respectivamente.

(=1,000 0007 Max Intensity : 9,165,935
4 Time Carw Inten. Jven Temp

7.5

JMUJ 1

50 10.0 15.0 200 250 30,0 350 40.0 45.0

Figura 34. Cromatograma da fase hexanica transesterificada das folhas de T.
guianensis

Estes resultados permitem sugerir que a maioria dos compostos
presentes na fase hexanica transesterificada, encontram-se esterificados com
acidos graxos, principalmente com os seguintes acidos: acido miristico (acido
tetradecanoico), acido isopalmitico (a4cido 14-metil-pentadecandico), acido
palmitico (dcido hexadecandico), acido linoléico (acido 9, 12-octadecadiendico),
acido alfa-linolénico (acido 9,12,15-octadecatriendico), acido oléico (acido 9-
octadecandico) e acido estearico (acido octadecandico) (Tabela 10).
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Vale ressaltar que a identificacdo dos ésteres metilicos foi realizada
através da comparacao dos espectros de massas obtidos com os das bibliotecas
NIST 147 e WILEY 8 com similaridade maior que 90% para maioria dos
compostos, com excecdes dos compostos; 14-metil pentadecanoato de metila e
do 9,12,15-octadecatrienoato de metila, cujas similaridades foram de 87%
respectivamente. Assim, admite-se que a provavel composicéo dos triglicerideos
presentes na fase hexanica das folhas de T. guianensis sejam da mistura destes

ésteres.

Tabela 10. Composi¢cdo em acidos graxos isolado das folhas de T. guianensis

Acido graxo Tempo de retencao % + DP
Miristico, 14:0 16.147 9.22 + 0,63
Isopalmitico, (i-16:0) 21.763 548 £ 0,01
Palmitico, 16:0 21.949 24.71 £ 2,48
Linoléico, 18:2 (9c, 12c¢) 26.585 12,26 + 0,50
Alfa-linolénico, 18:3 (9¢,12c,15c¢) 26.703 3.53+0,38
Oléico, 18:1 (9¢) 26.891 20.25+ 1,25
Esteérico, 18:0 27.865 24.53 £ 1,06
Acidos graxos saturados - 57,14
Acidos graxos insaturados - 42,86
Total identificado - 100

DP: desvio padrao

Desta forma, o 6leo presente na fase hexanica das folhas de T. guianensis
apresentou como componente majoritario o acido palmitico (24.71 + 2,48 %). Os
acidos graxos saturados e insaturados somaram 57,14 e 42,86%,

respectivamente.

4.4.3 Identificagcdo dos ésteres metilicos presentes na fase hexanica das

sementes de T. guianensis

Apo6s derivatizagdo do triglicerideo presentes na fase hexénica das
sementes por meio da reacdo de transesterificacdo e obtencdo dos ésteres
metilicos correspondentes, estes foram analisados por CG-EM. As analises foram

realizadas em triplicata. No cromatograma (Figura 35) foram registrados quatro
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picos majoritarios com diferentes tempos de retencéo, e cada um deles originou
um espectro de massas cujos respectivos ions moleculares em m/z 270, m/z
294, m/z 296 e m/z 298 fragmentos sdo correspondentes ao hexadecanoato de
metila, 9,12-octadecadienoato de metila, 12-octadecenoato de metila e ao
octadecanoato de metila, respectivamente.
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Figura 35. Cromatograma da fase hexanica transesterificada das sementes de T.
guianensis

Estes resultados permitem sugerir gue 0s compostos presentes na fase
hexanica das sementes encontram-se esterificados, principalmente com os
seguintes &cidos: acido palmitico (hexadecandico), &cido linoléico (9,12-
octadecadiendico), acido 12-octadecendico e o acido esteérico (octadecandico)
(Tabela 11).

Vale ressaltar que a identificacdo dos ésteres metilicos foi realizada
através da comparacao dos espectros de massas obtidos com os das bibliotecas
NIST 147 e WILEY 8 com similaridade de 90%, 87%, 88% e 87% para o
hexadecanoato de metila, 9,12-octadecadienoato de metila, 12-octadecenoato de
metila e ao octadecanoato de metila, respectivamente.

Assim, admite-se que a provavel composicao dos triglicerideos isolados

das sementes de T. guianensis seja da mistura destes ésteres.
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Tabela 11. Composicdo em acidos isolado das sementes de T. guianensis

Acido graxo Tempo de retencao % + DP

Palmitico, 16:0 15.443 17.64 + 0,75
Linoléico, 18:2 (9c, 12¢) 22.632 29.88 £ 0,39
Octadecendico, 18:2 (12c) 23.215 27.99 + 1,08
Estearico, (18:0) 25.036 24.49 + 1,06

Acidos graxos saturados - 50,00

Acidos graxos insaturados - 50,00

Total identificado - 100

DP: desvio padrao

Desta forma, o Oleo presente na fase hexanica das sementes
apresentou como componente majoritario o acido linoléico (29.88 + 0,39%). Os
acidos graxos saturados e insaturados somaram 50,00 e 50,00%,

respectivamente.

4.5 Avaliacdo da atividade citotéxica das fases diclorometano das folhas e

sementes de T. guianensis

O ensaio sobre Artemia Salina Leach € um método simples, barato e
eficiente de determinacdo de toxicidade aguda de substancias. A tabela 12
apresenta os resultados de toxicidade para as fases diclorometano das folhas e
sementes de T. guianensis (TGDF e TGDS) e da mistura das substancias S1, S2
e S3. De acordo com a literatura (ANDERSON et al., 1991) a substancia que
apresentar DLsgp < 100 pg/mL é comparavel com a camptotecina e sulfato de
vincristina, sendo considerada muito ativa e, aquela que apresentar DLsy = 100
pug/mL, no intervalo entre 100 e 900 pg/mL, comparavel ao acido hipurico é
considerada medianamente ativa. Enquanto que € considerada inativa a

substancia que apresentar LDsp > 1000 pg/mL.

A fase diclorometano das folhas (TGDF) apresentou DLsy = 523,38
pMg/mL, enquanto que a fase diclorometano das sementes (TGDS) apresentou
DLso = 2124,4 ug/mL. Enquanto que a mistura das substancias (S1, S2 e S3),
apresentou DLsp = 174,06. Sendo assim, a fase diclorometano das folhas

(TGDF) e a mistura das substancias (S1, S2 e S3) sao consideradas
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medianamente ativas podendo apresentar atividade anti- tumoral (DOLABELA,

1997). Ja a fase diclorometano das sementes (TGDS) é considerada inativa,

visto que apresentou DLsp > 1000 pg/mL.

Tabela 12. Resultado dos testes de toxicidade sobre Artemia Salina, relativo as
fases diclorometano das folhas e sementes de T. guianensis

Fases/Mistura das substancias S1, S2 e S3 DLso ng/mL
TGDF 523,38
TGDS 21244
S1,S2eS3 174,06

4.6 Avaliacdo da Atividade Alelopatica das fases diclorometano (TGDF e

TGDS)

Ao final de 168 h, a germinabilidade das sementes de alface (Lactuca

sativa L.) submetidos a acdo das amostras (TGDF e TGDS) em diferentes

concentracfes mostrou pouca diferenca significativa em relacdo ao tratamento

controle (Tabela. 13).
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Tabela 13. Efeito alelopatico das fases (TGDF e TGDS) em diferentes

concentragdes na germinagéo de sementes de alface

Amostras Tempo (h)/Média de sementes germinadas
24 48 72 96 | 120 | 144 | 168 Total de
sementes
germinadas
Tratamento 5 4 1 00| 00| 00 | 0,0 10
Controle

TGDF (0,59/L) | 2,3 57 * 1,0 | 0,3 * * 9,3
TGDF (1,0g/L) | 2,0 33 |17 |13 | 03| 0,6 * 9,2
TGDF (1,5 g/L) 1,3 53 |10 | 1,0 | 0,3 * * 8,9
TGDS (0,59g/L) | 3,6 50| 0,3 |03 * * 0,6 9,8
TGDS (1,0g/L) | 4,0 26 | 23|06 | 0,3 |00 0,0 9,8
TGDS (1,59g/L) | 4,6 33 /1003|0300 0,0 9,5

* N&o houve germinacdo de sementes nesse intervalo de tempo.

Comparando o bioensaio da amostra TGDF em diferentes concentragdes e

ao tratamento controle, verificou-se pequena interferéncia significativa no

processo de germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.). Apesar disso,

pode-se observar uma pequena tendéncia em inibir a germinacdo das sementes

de alface (Lactuca sativa L.),

na medida em que ouve o0 aumento da

concentracdo da amostra. A amostra TGDF (1,5 g/L) de maior concentracao

apresentou uma maior

capacidade de

comparadas com de menores concentragdes (Figura 36).

inibicdo de germinacdo quando
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Figura 36. Efeitos alelopaticos da fase TGDF sobre a germinacédo das sementes
de alface (Lactuca sativa L.)

A analise dos efeitos alelopéaticos das amostras TGDS em diferentes
concentracfes (0,5; 1,0 e 1,5 g/L) sobre a germinacdo de sementes de alface
(Lactuca sativa L.) indicou também que ouve baixa capacidade de inibicao da
germinacdo das sementes de alface (Lactuca sativa L.). Comparando os
tratamentos de bioensaios nas concentragdes de 0,5 g/L, 1,0 g/L e 1,5 g/L da
amostra TGDS ao tratamento controle, pode-se verificar que essas fases nao
apresentaram significativa reducdo da porcentagem de germinacdo das

sementes de alface (Lactuca sativa L.) (Figura 37).
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Figura 37. Efeitos alelopéticos da fase TGDS sobre a germinacdo das sementes
de alface (Lactuca sativa L.)
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Pode-se constatar que tanto a fase diclorometano das folhas (TGDF) como
a fase diclorometano das sementes (TGDS) de T. guianensis, apresentou baixa
capacidade de inibicdo de germinacao de sementes de alface (Lactuca sativa L.).
No entanto, a fase TGDF quando comparada com a fase (TGDS) nas diferentes
concentracdes, apresentou uma maior capacidade de inibicdo de germinacao de

sementes de alface (Lactuca sativa L.) (Figura 38).
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Figura 38. Efeitos inibitérios das amostras TGDF e TGDS sobre a germinacéo de
sementes de alface (Lactuca sativa L.)

5. Consideracdes finais

Este trabalho contribuiu para o conhecimento da composicdo quimica da
espécie T. guianensis. O fracionamento da fase diclorometano das sementes de
T. guianensis levou a identificacdo de uma mistura de trés novos
dihidrobenzofurandides alquilados: 2-[(10’°Z)-dodec-10’-enil]-diidro-1-benzofuran-
5-ol, 2-[(10°Z)-tridec-10’-enil]-diidro-1-benzofuran-5-ol e 2-[(10’Z)-pentadec-10’-
enil]-diidro-1-benzofuran-5-ol, além disso, foi isolado um fitoesteréide ja

conhecido, o B-sitosterol.

O rendimento obtido de 6leo extraido apds processo de particdo do extrato
hexéanico das folhas de T. guianensis para avaliacao do perfil de acidos graxos foi
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de 62,21 + 1,47 %. Enquanto que, o rendimento obtido de éleo das sementes de

T. guianensis para avaliacao do perfil de acidos graxos foi de 84,17 + 0,07 %.

No estudo do perfil de acidos graxos do Oleo presente na fase hexanica
das folhas de T. guianensis apresentou como componente majoritario o 4cido
palmitico (24.71 £ 2,48 %). Os acidos graxos saturados e insaturados somaram
57,14 e 42,86%, respectivamente.

Enquanto que, no estudo do perfil de acidos graxos do Oleo presente na fase
hexanica das sementes apresentou como componente majoritario o acido
linoléico (29.88 + 0,39%). Os acidos graxos saturados e insaturados somaram
50,00 e 50,00%, respectivamente.

Na avaliacdo da atividade citotoxica das fases diclorometéanicas da folhas e
das sementes de T. guianensis (TGDF e TGDS) frente a Artemia salina pode-se
constatar que a fase diclorometano das folhas (TGDF) por apresentar DLsy =
523,38 ug/mL, foi considerada medianamente ativa ativa podendo apresentar
atividade anti-tumoral. Enquanto que, a fase diclorometano das sementes
(TGDS) por apresentar DLsy = 2124,4 pg/mL foi considerada inativa, visto que
apresentou DLsy > 1000 pg/mL. Na avaliacdo da atividade citotoxica da mistura
das substancias (S1, S2 e S3) frente a Artemia salina pode-se constatar que essa

mistura é considerada medianamente ativa, por apresentar DLso = 174,06 pg/mL.

No estudo do efeito alelopaticos das fases diclorometanicas da folhas e
das sementes de T. guianensis (TGDF e TGDS) sobre a germinacdo de
sementes de alface (Lactuca sativa L.), pode-se constatar que tanto a fase
diclorometano das folhas (TGDF) como a fase diclorometano das sementes
(TGDS) de T. guianensis, apresentaram baixa capacidade de inibicdo de

germinacao de sementes de alface (Lactuca sativa L.).
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