ILMAR BERNARDO GRAEBNER

ESTUDO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE PLANTAS
MEDICINAIS DA REGIAO DO VALE DO PURUS NO ACRE (AMAZONIA

TESE

UFSM
SANTA MARIA, RS - BRASIL
2003




i

ILMAR BERNARDO GRAEBNER

ESTUDO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE PLANTA
MEDICINAIS DA REGIAO DO VALE DO PURUS NO ACRE
(AMAZONIA).

TESE

UFSM
SANTA MARIA, RS - BRASIL
2003




111

ESTUDO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE
PLANTAS MEDICINAIS DA REGIAO DO VALE DO
PURUS NO ACRE (AMAZONIA).

por

ILMAR BERNARDO GRAEBNER

Tese apresentada ao curso de poés-graduacdo em
guimica, area de quimica organica, da Universidade
Federal de Santa Maria (RS), como requisito parcial
para obtencdo do grau de DOUTOR EM QUIMICA.

Santa Maria, RS, Brasil
2003



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

a comissdo examinadora, abaixo assinada, aprova a Tese intitulada

ESTUDO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE
PLANTAS MEDICINAIS DA REGIAO DO VALE DO PURUS NO
ACRE (AMAZONIA).

elaborada por
ILMAR BERNARDO GRAEBNER

como requisito parcial para obtengdo do grau de doutor em quimica

COMISSAO EXAMINADORA:

M»&M/C,u.u/

of Dr. Ademir Farias Morel —
Ornentador — UFSM

»\Dm ‘\fehmm:— \K oS \Z,J\n %J/j

Profad)ra. Jane de Jesus da Profa. Dra. Ionara Irion Dalcot-
Silveira Moreira — FAG/PR UFSM
%’ﬂ %”ﬂ’mw _SOOU'\Q(\dt—MoL >\/ /kdﬂ\(r:f J\I/
Prof. Dr. Marco Aurélio Profa. Dra. Solange Cristina da
Mostardeiro — UNIJUT Silva Martins Hoelzel/— UFSM

Santa Maria, 19 de dezembro de 2003

\J ¥ e s fra
gotecd Ve
\



v

Dedico este trabalho
aos meus pais Bernardo e Helga que sempre estardo ao meu lado e
aos meus filhos: Marisa, Antonio Italo e Clareana.



Meus mais sinceros agradecimentos ao professor Ademir Farias Morel
pelo apoio e orientagao por este trabalho.



vi

AGRADECIMENTOS

Na dificuldade de obter os resultados tive a felicidade de estar envolto
de pessoas que reelevaram meu estimulo e a eles tenho meu profundo
agradecimento. Contudo, como em todo caminho, existem as pessoas que ao
tentarmos entende-las, concluimos de que ndo convém compartilharmos
egoismos absurdos e, destas ndo tornarei meu comentario.

Agradeco aos reitores, pro-reitores, corpo administrativo e colegas da
Universidade Federal do Acre, também em especial a COAPG e DCN, pelo
crédito e continuo incentivo € apoio muito importantes na distancia em que
me encontrava.

Agradeco pela dedicacdo e préstimos durante estes sete anos, da Valéria
e do Ademir na coordenacao de pos-graduagdo em quimica.

Aos que foram colegas assim como dentre os demais: Eduardo, Mirian,
Enrique, Gabriela, Marco Aurélio e Vinicius envolvido na obtencdo de
espectros de RMN . A Solange, Carla Porto, Claudia, pelos testes
antimicrobianos; Adriana Flach e Euclésio Siminionato e pelos
cromatogramas do CG.

Ao Wolmar Conrado, Sonia, Rafael, Carla, Janaina, Pablo, Elisa Flavio,
Juliano, afilhada Djulia, Sélio e Ingrid e familiares. Ao Leopoldo e madrinha
Ingrid. Claudio Martellet, Rosinha, Luciana, Marina, Osni Terencio, Jane,
Osnizinho, Mateus. Pedro e Rosa Feltrin e familiares. Eron e Orlene ( in
memorian), Diogo e Ana Paula.Marcos Dessoy e Emilia(in memorian). Sou
grato também a Ana Paula e ao Gabriel de Andrade.

A minha 1rma Ilva, Osvaldo, afilhada Sirlei, Alexandre, Lucas, Sueli,
Joel e Luiza meu agradecimento pelo continuo apoio.

Ao meu irmao Ildor, Ana, Frederico, Cristiane ¢ Luciane minha
gratidao pelo estimulo e amparo sempre disponivel.

Agradecimentos a PICDT-CAPES pela concesssdo da bolsa que
viabilizou a execuc¢ao deste trabalho



vil

RESUMO

TITULO: ESTUDO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE
PLANTAS MEDICINAIS DA REGIAO DO VALE DO PURUS NO ACRE
(AMAZONIA).

AUTOR: Ilmar Bernardo Graebner
ORIENTADOR: Prof. Dr. Ademir Farias Morel.

O presente trabalho trata especialmente a extragdo, isolamento, identificagao
e atividade biologica de metabolitos secundarios isolados dos tubérculos da espécie
Humirianthera ampla Miers (Icacinaceae) e da casca do tronco da espécie
Himatanthus sucuuba Spruce.(Apocynaceae)

Dos tubérculos da espécie Humirianthera ampla, os diterpenos Humirianthol
(3,18:14,16—diepoxi—3,15-dihidroxi—7-pimareno-17,6-olida) (18) e acrenol (15,16—
diol-3f3,20—epoxi-3a-hidroxi—9—epi-7 -pimareno-19,6B-olida) (19) isolados e
identificados em um trabalho anterior, tiveram seus centros estereogénicos definidos
através da técnica de difracdo de raios X e pelo método Horeau. Ainda foram
1solados e identificados os constituintes -amirina (37), B-sitosterol glicosilado (45),
plumerideo  glicosilado (32) e  4cido  glicoplumérico  (1B-O-B-D-
glicopiranosilplumérico) (33).

Da casca da espécie H. sucuuba, foram isolados uma mistura de cinamato de
o amirina e cinamato de o lupeol, allamandina A (43), plumericina (44) ¢ o
plumerideo glicosilado (32).

As estruturas dos compostos isolados foram elucidadas por andlises
espectroscopicas e espectrométricas como: RMN 'H, RMN "*C (COSY, DEPT 135°,
DEPT 900, HMQC, HMBC e NOESY), EM-ESI, Infravermelho, difracdo de raios
X, reagOes de derivatizagdes e comparagdo com dados existentes na literatura.

Os derivados acetilados dos diterpenos humirianthol (18) e acrenol (19),
apresentaram consideravel atividade antifingica contra Candida albicans e
Sacharomyces cerevisae

A fragdo cloroformica da casca da Himatanthus sucuuba apresentou atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Micrococcus luteus,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Salmonella setubal, e antifungica contra
Candida albicans e Sacharomyces cerevisae. A mesma atividade foi observada para
os metabolitos allamandina A (43) e plumericina (44), ambos metabdlitos isolados
desta fracao.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Tese de Doutorado em Quimica
Santa Maria,RS, dezembro de 2003.
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ABSTRACT

TITLE: ESTUDO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE
PLANTAS MEDICINAIS DA REGIAO DO VALE DO PURUS NO ACRE
(AMAZONIA).

AUTHOR: Ilmar Bernardo Graebner

ACADEMIC ADVISOR: Prof. Dr. Ademir Farias Morel

The present work describes especially the extraction, isolation and
identification of the chemical compounds of the tuber of Humirianthera ampla
Miers (Icacynaceae) and the barks of the Himatanthus sucuuba Spruce
(Apocynaceae).

From the tuber of H. ampla, the diterpenes Humirianthol (3,18:14,16-
diepoxi-3,15-dihydroxi-7-pimaren-17,6p3-olida) (18) and acrenol (15,16-diol-3f3,20-
epoxi-3o-hydroxi-9-epi-7-pimaren-19,63-olida) (19), isolated and identificated in
the master studies, have your stereogenic centers definites at X ray technique and, at
Horeau method. Though were isolated and identificated B-amyrin (37), sitosterol
glycoside  (45), plumeride (32) and glicoplumeric acid (1B-O-D-
Glicopyranosilpluméric) (33).

From the barks of the H. sucuuba Wood were isolated one mixture the o-
amyrin cinamate and o-lupeol cinamate, and allamandine-A (43), plumericin (44),
and plumericin at to plumeride glycoside (32).

The structures of the isolated compounds were established by spectral
analysis (‘"H RMN, “C RMN, COSY, DEPT 135°, DEPT 90°, HMQC, HMBC e
NOESY), Infrared, X ray and comparisons among closely related compounds.

Acetate derivatization from the diterpenes humirianthol and acrenol exhibited
antifungic activity against Candida albicans and Sacharomyces cerivisae.

The cloroformic fraction from the barks of the Himatanthus sucuuba exhibits
activity against Staphylococcus aureus, S. epidermidis , Micrococcus luteus,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Salmonella setubal and antifungic
activity against Candida albicans e Sacharomyces cerivisae. The allamandin A (43)
and plumericin (44) exhibited activity equal to the cloroformic fraction.
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1 Introducaio.

Apds a descoberta do taxol, e de sua atividade contra alguns tipos
de cancer, associada ao insucesso da sintese organica na procura de
medicamentos para a cura de doencgas de nossa época, a comunidade
cientifica internacional voltou a valorizar a natureza como uma fonte
alternativa de substancias com esse potencial. Substancias obtidas da
natureza podem desempenhar um papel importante na medicina
moderna, como: i) fornecer medicamentos dificeis de serem produzidos
por sintese, ou gque sua sintese seja inviavel economicamente, como € o
caso dos glicosideos cardiotbnicos obtidos da digitalis, do antimalarico
artemisinina, isolada de Artemisia annua’, e do proprio taxol, isolado de
Taxus brevifolia®”, ii) fornecer estruturas que ndo apresentem atividade
bioldgica, mas que possam ser transformadas em substancias bioativas,
através de reacOes quimicas ou bioquimicas, como no caso da
transformacéo da bacatina em taxol, iii) fornecer estruturas interessantes
como modelos para sintese em laboratorio de medicamentos que
apresentem atividades semelhantes as originais, como por exemplo, a
transformacfo da cocaina em procaina®, iv) fornecer substancias que
apresentem algum tipo de atividade, mas que possam ser ligeiramente
modificadas em substancias mais ativas, e em alguns casos, menos
téxicas, como por exemplo, algumas variacbes da molécula da morfina®.

Uma estimativa mundial é de que 80% da populacdo dos paises,
principalmente os subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, sdo quase
completamente dependentes da medicina caseira, utilizando-se de plantas
para suas necessidades primérias de satde®. O Brasil, considerando-se
principalmente os seus trés principais Biomas, como a Floresta Amazonica,
a Mata Atlantica e o Cerrado, podendo-se mencionar ainda a Caatinga
Nordestina, € o detentor da maior parte desta fonte de produtos naturais,
onde, possivelmente, substancias de alto valor medicinal podem ser
encontradas, e que ainda esperam pelas suas descobertas. Segundo
Schultes’, a vegetacdo amazonica é extraordinariamente rica em espécies
biodindmicas, e que at¢é o momento sdo escassamente conhecidas e
exploradas em suas multiplas potencialidades. Esta enorme potencialidade
tem originado um grande interesse, principalmente por pesquisadores do
dito primeiro mundo, em nossa flora e fauna.

O que se observa na literatura especializada, através de publicacdes
em periddicos da area e em apresentacdo de resultados em simpdsios e
congressos internacionais, é o estudo por grupos de paises estrangeiros de
varias espécies nativas do Brasil, reconhecidas pelos povos indigenas ou
por caboclos como medicinais, sem nenhuma citacdo de algum tipo de
interacdo cientifica com grupos de pesquisa nacionais. Muitos destes
trabalhos geram registros de patentes, sem beneficio algum para o pais de



onde o material foi coletado. Com esta preocupacdo, juntamente a
justificativa de isolamento de novas substancias naturais com atividade
bioldgica, para este trabalho foram selecionadas plantas da Amazonia,
utilizadas pela populagdo como medicinais para uma serie de enfermidades.

Por pertencer ao quadro de professores da Universidade Federal do
Acre, o autor deste trabalho selecionou plantas desta regido, pois ha a
pretensdo de continuar, na instituicdo, com esta linha de pesquisa.

O nucleo de pesquisa em produtos naturais da UFSM (NPPN) vem,
ao longo dos anos, contribuindo para o desenvolvimento da quimica de
produtos naturais, atraves do isolamento, identificacdo estrutural, atividade
bioldgica, e mais recentemente, sintese de produtos naturais isolados de
plantas medicinais do Rio Grande do Sul. Esta pesquisa tem resultado em
dissertacbes de mestrado, teses de doutorado, trabalhos de iniciagdo
cientifica, participacdo em congressos e simpdsios nacionais e
internacionais, além de publicacbes em periodicos nacionais e
internacionais *"2.

Este trabalho, o primeiro realizado com plantas medicinais da
Amazonia pelo grupo, trata-se de um estudo de isolamento e identificacéo
estrutural de constituintes quimicos das espécies Humirianthera ampla
(Miers) da familia Icacinaceae e Himatanthus sucuuba (Woodson) da
familia Apocynaceae.



1.1 Objetivos do trabalho:

-Determinar as configuracdes relativas e/ou absolutas dos centros
estereogénicos de metabolitos isolados das espécies Humirianthera ampla
(Miers) da familia Icacinaceae e Himatanthus sucuuba (Woodson) da
familia Apocynaceae, através de difracdo de raios-X, método de Horeau e
RMN de 'H (NOESY).

-Isolar, na forma pura, metabolitos secundarios constituintes das espécies
Humirianthera ampla e Himatanthus sucuuba, com o auxilio de técnicas
cromatogréaficas.

-ldentificar estruturalmente os metabolitos puros isolados das espécies em
estudo, principalmente através de técnicas de RMN uni- e bidimensionais,
mono e heteronucleares e espectrometria de massas (El e ESI).

-Determinar e comparar as atividades biologicas, neste caso as atividades
antibacterianas e antifungicas, dos extratos brutos obtidos, das fracdes, dos
metabdlitos isolados puros das espécies em estudo, e de alguns derivados.



2. Revisao bibliografica

2.1 Familia Icacynaceae.

O género Humirianthera pertence a familia Icacinaceae, que segundo
Cronquist’®, se insere na ordem Celastrales, embora outros autores
preferiram coloca-la, ou como Santalales* , como Sapindales™ ou como
Rhamnales'®.

O termo provem do latim Icacinaceae, derivado do género Icacina.

A familia lcacynaceae compreende cerca de sessenta géneros e
aproximadamente quatrocentos e cinqlilenta espécies pantropicais, com
pouca representacdo nas zonas temperadas. Na Ameérica, ocorrem
reconhecidamente doze géneros, dos quais oito podem ser encontrados na
flora brasileira. O centro de dispersdo das espécies americanas esta situado
na Amazénia, sendo que algumas espécies passaram a ser encontradas no
norte do México’.

Os oito géneros encontrados no Brasil sdo: Citronella,
Dendrobangia, Discophora, Emmotum, Humirianthera, Leretia,
Pleurisanthes e Poraqueiba.

Algumas espécies de plantas pertencentes aos géneros Poraqueiba,
Humirianthera e Citronella, sdo cultivadas no Brasil. Os tubérculos,
bastante volumosos, de plantas do género Humirianthera sdo ricos em
fécula, de onde se extrai amido, porém € toxico e tem de ser lavado para
eliminacdo de toxinas, antes de ser utilizado'®. A espécie Citronella
gongonha, do género Citronella, é utilizada na América do Sul como
substituinte do cha-mate. De algumas espécies pertencentes ao género
Poraqueiba, no Pard, sdo extraidos dleos e seus frutos sdo comestiveis'’.

Geralmente sdo arvores, arbustos ou lianas, sendo que espécies
pertencentes aos géneros Humirianthera, Leretia e Pleurisanthes,
apresentam-se como lianas de grande porte. As folhas sdo alternas, simples,
sem estipulas, e podem ser glabras ou pilosas. As flores, unissexuadas ou
hermafroditas, sdo dispostas em inflorescéncias terminais ou laterais
(axilar, supra-axilar, extra-axilar) e, em geral, sdo articuladas ao pedicelo
abaixo do célice, que é curto, com sépalas imbricadas, livres ou
concrescidas, entre si. As pétalas, geralmente cinco, sdo livres entre si.
Possuem cinco estames livres entre si, alternados com as pétalas, eretos,
com filetes geralmente carnosos, cilindricos ou comprimidos, com ou sem
pélos; anteras dorsifixas ou basifixas, com quatro Iéculos, rimosos. Em
geral, ovario supero, unilocular, com dois Ovulos pendulos, colaterais,
anatropos, em cada léculo. Um estilete, freqlientemente acompanhado de
rudimentos, curto ou longo, terminal mais ou menos excéntrico. Estigma
capitado ou discdide. Fruto drupéaceo, com epicarpo carnoso, geralmente
oleaginoso, e endocarpo duro, lenhoso. Apresentam sementes com



endosperma carnoso, embrido muito reduzido, localizado, no apice da
semente ou bem desenvolvido, geralmente, com eixo radiculo-hipocotilo
longo®.

A figura 1, a seguir, mostra alguns géneros representativos da familia
Icacinaceae.

2.1.1 Descri¢ao do género Humirianthera

O g@énero Humirianthera apresenta as seguintes espécies:
Humirianthera ampla (Miers); H. crispula (Howard) ; H. duckei (Huber); e
H. rupestris (Ducke) *'.

A espécie Humirianthera ampla é um arbusto comum na Amazénia
(Figuras 2 e 3), onde é conhecido popularmente como maird, maira,
surucuina ou surucucuina, e se distingue de outras espécies da familia
Icacinaceae por possuir um conetivo alargado, o qual se estende em
laminas triangulares semelhantes a uma ponta de lanca e tendo na base de
duas asas as lojas da antera.Tem como centro de dispersdao a amazonia
brasileira, e como utilidade, a aplicagdo do sumo como medicamento
antiofidico®®. A massa obtida dos tubérculos, ap6s intensa lavagem, é
comestivel'®,

FAMILIA ICACINACEA

AMERICA EMMOTUM HUMIRIANTHERA
DO SUL PORAQUEIBA

v

AFRICA ICACINA CASSINOPSIS
INDIA NOTAPODYTES
MALASIA MERRILIODENDRON CANTLEIA

Figura 1 Distribuicdo de alguns géneros representativos da familia
Icacinacea distribuidos nos quatro continentes.
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Fi3 _Tubéreulo de H. ampla

Figura 2 - Arbusto de
Humirianthera ampla

2.1.2 Estudos quimicos realizados com a espécie e géneros similares

Algumas espécies pertencentes a familia Icacinaceae sdo conhecidas
por serem constituidas de metabdlitos com atividade antitumorais, como 0s
alcaléides camptotecina (1) e 9-metoxicamptotecina (2), isolados da
espécie Nothapodytes foetida, da India®*** e de Merriliodendron
megacarpun, espécie encontrada na Malasia®”.

Sesquiterpenos aromaticos, como as emmotinas A (3), B(4), C(5) e
D(6) respectivamente, foram isolados de Emmotum nitens, especie coletada
em Diamantina, MG?.

Das espécies Icacina claenssensis e |. guesfeldti foram isolados 0s
alcaldides icaceina (7), N-metilicaceina (8) e icacina (9) **** além do
metabolito denominado de icacinol # (10), também isolado e identificado
em varias outras espécies do género Humirianthera.

1 R=H camptotecina 7 R=Me icaceina
2 R=0OMe 9-metoxicamptotecina 8 R=H N-metilicaceina



R, R,
aC”
R
Rs
3 R;=CH,OMe 5 R,= OH Rs=Me
R,=H R3;=Me (emotina A) R¢=CH(CH3), R7= OH (emotina C)
4 R1:CH20MG 6 Rs= OH R5:Me
R,=H R3=CH,0OH (emotina B) Rg=CH(CHj3), R7= OH (emotina D)

9 icacina 10 icacinol

Além de alcal6ides, compostos diterpendides
foram isolados de espécies do género Icacina, da Africa,
e de especies do género Humirianthera, da Amazoénia. |

Em ambos os géneros, foram encontrados diterpenos

pimaranos, com sistemas de anéis A-B similares e, / 0
em comum, uma lactona na estrutura O
(Figura 4). Figura 4

Em 1981, Zoghbi e colaboradores, estudaram as espécies
Humiriantheras ampla e H. rupestris, de onde isolaram e identificaram
varios metab6litos secundarios®™'. As substancias isoladas foram
classificadas como diterpendides y-lactdnicos, com estruturas contendo
entre dezessete e dezenove carbonos, denominados de humiriantenolideos
A,B,C,D,E e F (11-16) respectivamente, além de p-sitosterol (17).



11 R;+R,=0 13 © 14 (D) 15R; +R,=0
humiriantenolideo (A) humiriantenolideo (E)
12 Rl =H RZZOH 16 Rl =H R2:OH
humiriantenolideo (B) humiriantenolideo (F)

RO

17 R=H sitosterol 18 humirianthol 19 acrenol 20 annonalida
38 R=Glic

Em 1998, em uma primeira etapa deste trabalho, os diterpenos
humirianthol (18), acrenol (19) e annonalida(20) foram isolados da espécie
Humirianthera ampla *. Os dois primeiros foram inéditos, enquanto que a
annonalida tinha sido isolada anteriormente da Annona coriaceae ***. A
identificacdo  estrutural das trés substancias foram  discutidas
exaustivamente através das analises de ressonancia magnética nuclear’>,

B-Sitosterol glicosilado (38) (Sitosterol-3-O-p-D-glicosideo) exibiu
atividade antinociceptiva para o0 modelo de dor induzida pela injecédo
intraplantar de formalina nas duas fases®.

@ = Hidrogenio para cima do plano O= Hidrogenio para dentro do plano



2.2 Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae compreende cerca de 200 géneros com mais
de 2000 espécies de distribuicdo marcadamente tropical e subtropical em
todo o mundo. Séo plantas de habito variado, ervas, subarbustos, arvores e
trepadeiras, na maioria latescentes, que vivem tanto nos campos como nas
matas. Tem folhas em geral opostas, até opostas cruzadas e verticiladas,
com estipulas rudimentares, inteiras. Flores pequenas e também grandes e
vistosas, tipicamente pentameras, hermafroditas, diclamideas. Corola
perfeitamente gamopétala, infundibuliforme ou hipocrateriforme, de tubo
longo. Androceu formado por cinco estames epipétalos, em geral de filetes
curtos, alternos com os lobos da corola e apostos ao estigma. Ovario stpero
bicarpelar e bilocular, com muitos 6vulos. Carpelos separados, com um sé
estilete e um grande estigma em forma de carretel, e em geral com dois
apiculos. Fruto seco capsular ou indeiscente, ou entdo dois fruticulos,
secos, deiscentes. Sementes aladas (Aspidosperma), pilosas (Nerium) ou
ndo (Allamanda)®®.

Segundo Engler®’, a espécie estudada neste trabalho tem a seguinte
classificagdo: Reino: vegetal; Classe: Dicotiledonea; Sub-classe:
Sympetalae; Ordem: Gentianales; Familia: Apocynaceae; Espécie:
Himatanthus sucuuba. (Figura 5).

Trata-se de uma arvore grande até 20 m de altura, de mata firme;
folhas longo-pecioladas, ovais-oblongas; foliculo geminado; flores grandes,
brancas, aromaticas, dispostas em cimeiras terminais; frutos geminados, em
forma de chifres; sementes aladas. Fornece madeira para construcao civil,
obras internas e carpintaria.

Figura 5 Foto de uma planta nova da espécie
Himatanthus sucuuba.

A casca exsuda latex medicinal e venenoso, anti-helmintico 6%,

Possue diversos nomes populares como: janaguba, sucuba, sucuuba,
bellaco caspi.
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O cha da casca da Himatanthus sucuuba é usado popularmente
contra doengas como gastrites e Ulceras estomacais, hemorroidas, anemia.
O latex quando exsudado da casca € usado como emplastro contra
pancadas; inflamagcbes e na recuperacdo de o0ssos quando fraturados.
Infusdes, decoccdes e cataplasmas preparadas a partir da casca sao usadas
como vermifugos e laxativos e também contra artrites, tumores, furdnculos,
hérnias e inchacgos de pancadas.

2.2.1 Estudos realizados com o género Himatanthus e similares

O uso da casca do caule da Himatanthus sucuuba como medicinal
na regido tropical do Brasil € muito amplo. Porém sdo relativamente poucas
as publicacdes encontradas referentes a esta espécie.

Em 1978, Perdue e colaboradores descreveram a analise fitoquimica
do “bellaco caspi” coletado no Peru®. Da fracdo hexanica obtida da planta,
foi isolado a substancia denominada de fulvoplumierina (21), que havia
sido isolado anteriormente da casca da raiz da Plumiera acutifolia, da casca
do caule da Plumiera rubra, e do molusco marinho Nerita albicilla*. Este
metabdlito apresenta atividade antiinflamatoria e é ativo no carcinoma
epidermoide humano, além de ser antibacteriano. Tan e colaboradores, em
1991, estudaram e observaram que a fulvoplumierina € um composto ativo
para inibir a transcriptase reversa no HIV-I1 com 1Cs, com 45ug/mL *'.

Endo e colaboradores, em 1994, isolaram de H. sucuuba dois
pepsideos, o acido 2’-O-metilperlatdlico (22) e acido confluéntico (23),
que apresentaram atividade inibidora da monoamina oxidase B. Foram
isolados ainda o &cido B-dihidroplumericina (24), &cido vanilico, acido p-
courpzérico, acido p-hidroxibenzoéico, plumericina (25) e isoplumericina
(26)™.

Segundo Villegas et al. (1997), o extrato etanolico bruto seco da
Himatanthus sucuuba do Peru, apresenta atividade cicatrizante, nao
apresentando toxicidade para matrizes prenhas e lactantes de ratas* .

O cinamato de a-amirina (27), o cinamato de lupeol (28) e o acetato
de lupeol (29) foram isolados da fracdo hexanica da Himatanthus sucuuba
e apresentam atividade antiinflamatéria®. As a-amirinas e acido cindmico
também foram isoladas da Himatanthus articulata por Hasegawa®.

Da espécie Himatanthus phagedaenica, Vanderlei et al. (1991)
isolaram e identificaram os iridoides plumericina, isoplumericina e
allamandina (30), além dos iridoides glicosilados plumerideo coumarato
glicosilado (31), plumerideo glicosilado (32), e sacarose (34)*"

Os metabdlitos estigmasterol, sitosterol (17), cicloartenol, 3p-
cinamato de o- amirina(27) + 3p-cinamato de 3- amirina, 33-acetato de [3-
amirina, 3B-cinamato de lupeol (28), 3p-acetato de lupeol (29) , acido
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ursolico, metilmioinositol, acido 1B-O-B-D-glicopiranosilplumérico (33),
1B-O-B-D-glicopiranosilplumérideo  (32), plumericina  (25) e
isoplumericina (26) foram isolados e identificados em 1998 de
Himatanthus articulata®®

Iridoides lactbnicos também sdo encontrados em algumas espécies
do género Plumeria, como nas Plumerias multiflora, P. acutifolia, P.
lancifolia, P. acuminata e P. rubra **. O irid6ide plumerideo glicosilado
(32), isolado pela primeira vez da espécie Plumeria acutifolia por
Boorsma, em 1894, assim como o acido 13-O-3-D-glicopiranosilplumeérico
g0331)52tem sido encontrado em vérias outras espécies do mesmo género.

Das espécies Allamanda cathartica e Allamanda schotti foram
isolados os iridoides allamandina, allamandicina, allamdina, plumericina e
acetil allamandina *>*" . Os iridoides possuem uma gama de bioatividades
como por exemplo; atividade antifingica, atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, além de inibir o desenvolvimento da
Micobacterium tuberculosis-607%.

0. ,O—CHg

o)
o OCHj3
o)
H3CO COOH

OH

21 . 22

fulvoplumierina acido 2’-O—metilperlatolico
COOH

(0] o

O OCHg
23

acido confluéntico acido B-dihidroplumericina
] COOCH3

CH3 H
26
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27 28

o-amirina cinamato de lupeol
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33 34
acido 1B-O-B-D-glicopiranosilplumérico sacarose
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3 Apresentacio e discussdo dos resultados.

As espécies Humirianthera ampla (Miers) da familia Icacinaceae e a
Himatanthus sucuuba (Woodson) da familia Apocynaceae sdo plantas da
regido Amazonica conhecidas por surucuina e sucuba, respectivamente, e a
ambas, nos costumes populares da regido, sdo creditadas propriedades
medicinais.

Em um estudo inicial, que resultou em uma tese de mestrado, o
extrato etandlico bruto da espécie Humirianthera ampla foi estudada, com
um interesse principal nos constituintes que deram reagédo positiva frente ao
reagente de Dragendorf, com o intuito de isolamento de supostos
alcaloides. Observou-se posteriormente que os metabolitos secundarios
responsaveis pela reatividade com Dragendorf tratavam-se de lactonas e
ndo de alcaldides. Estas lactonas foram isoladas e suas estruturas
identificadas™.

Como o estudo desta planta foi incompleto, pois muitas substancias
identificadas em CCD ndo foram isoladas, decidiu-se complementar este
estudo com uma nova coleta de material. Desta vez, modificou-se o
processo de extracdo, que em vez do procedimento acido-base, realizou-se
um fracionamento do extrato etanolico bruto em meio neutro, extracdo com
solventes em ordem crescente de polaridade, como hexano, cloroformio,
acetato de etila e butanol, conforme mostra o fluxograma 1 da pagina 102.
Os metabolitos isolados serdo discutidos nesta parte do trabalho.

3.1 Estudo dos constituintes quimicos de Humirianthera ampla
(Icacynaceae).

No trabalho anterior de dissertacdo de mestrado, foram isolados e
identificados trés metabdlitos da espécie H. ampla, sendo dois inéditos, que
foram denominados humirianthol (3, 18 :14, 16 - diepoxi — 3, 15 -
dihidroxi — 7- pimareno - 17, 63 - olida) (18), e acrenol (15,16 — diol -
313,20 — epoxi - 3a - hidroxi — 9 — epi - 7 pimareno - 19,6B - olida) (19),
além do metabolito annonalida (20). Este ultimo havia sido isolado
anteriormente da espécie Annona coriaceae. Os dois diterpenos (18 e 19)
tiveram suas estruturas determinadas através de técnicas como a RMN de
'H e **C e EM. Dando continuidade a este estudo, em uma primeira fase
deste trabalho de tese de doutorado, os metabolitos 18 e 19 tiveram suas
estereoquimicas, absoluta (18) e relativa (19), determinadas. Para isso,
utilizou-se de duas técnicas: método de Horeau e difracdo de Raios-X,
associados aos experimentos NOESY. Além disso, estes metabdlitos e
alguns derivados foram posteriormente analisados quanto suas atividades
antimicrobianas.
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Para efeito de identificacdo numérica dos carbonos de 18 foi adotado
a numeracgdo utilizada na estrutura de difracdo de raios-X (figura 9) do
produto acetilado (35) .

3.1.1 Definicao da configuraciao absoluta de C-15 da estrutura do
Humirianthol (18) através do método do Horeau.

Apesar das técnicas utilizadas para a determinacdo estrutural
destas substéncias permitirem elucidar a conectividade de todos os
atomos na estrutura, ndo permitiram a determinacdo da configuracéo
dos varios centros quirais de 18 e 19. Como na estrutura 18, um dos

HsC OH
2
117 \|13/15
20 | | 16
9 14
2011\10/;'\8/ =
Py
HO— 12—
| H
H3(2:1 /19 O
O/

18 - Humirianthol

centros quirais trata-se de um alcool secundario, objetivou-se, nha
continuidade deste trabalho, a determinacédo da configuracdo absoluta deste
centro pelo método de Horeau.

O método de Horeau consiste na analise da razdo enantiomérica do
acido fenilbutirico residual oriundo da reacdo de um alcool secundéario
quiral (ou amina primaria quiral) com anidrido-2-fenilbutirico racémico.
Para isso, reage-se o0 alcool em estudo, em nosso caso 18, com um excesso
de anidrido fenilbutirico racémico, conforme mostra a figura 6.

0 o]
e L s et (Rl B L e
0 oo X o
H' ph H™ P CHN, H" ph
R*—OH * 0 . 0 —
S
Et I R Et\(%\o Et I Ve
~X 0 -\ o \(o
S Ph H T
H PR
R*—OH =Alcool ) )
secundario quiral Ester Acido residual ce

Figura 6 Reacdo de um alcool secundario com anidrido fenilbutirico
racémico.
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O é&cido fenilbutirico residual, na forma de seu éster metilico, é
analisado através de CG enantiosseletiva. Apos analise do cromatograma,
observa-se 0 excesso de um dos acidos enantioméricos. Com este dado,
aplica-se a regra de Horeau adaptado para CG-enantioseletiva>, conforme
a figura 7 abaixo.

Acido (+) -(s) - 2 -fenilbutilico Acido (-) -(R) - 2 -fenilbutilico
OH OH
/kG /KM
H M H G

Figura 7 Regra de prioridades de acordo com o acido residual.
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FigUra 8-Cromatograma do acido fenilbutirico residual (na forma de
seu éster metilico) da reacao de 18 com anidrido-2-fenilbutirico.

Quando o excesso do acido observado corresponde ao enantidmero
(+)-(S), a estereoquimica do alcool é aquela em que o substituinte maior
(G) fica distante do observador, enquanto que o medio (M) fica proximo,
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sendo o contrario quando o excesso € do enantibmero (-)-(R). Os ligantes
OH e H ficam no plano, conforme pode ser observado na figura 8 acima.
Aplicando-se a regra CIP, determina-se a configuracdo absoluta para este
centro quiral. Desta maneira, chegou-se a conclusédo que a configuracao
absoluta de C-15em 18 ¢ o (R).

3.1.2 Definicao da configuracio relativa dos centros quirais do
Humirianthol através do estudo de raios-X de 35.

A confirmacéo das configuraces dos demais centros quirais de 18
foi possivel através do estudo da difracdo de raios-X. Como 18 ndo formou
cristais ideais para a realizacdo da difracdo de raios-X, tentou-se obter
cristais através de derivatizacoes.

Para isso, o alcool foi acetilado na presenca de anidrido acético e
piridina. O produto de acetilacdo (35), na presenca de cloroférmio, originou
cristais possiveis de serem analisados por este método.

~

- 021

CL7

C18

Figura 9- Estrutura obtida através da difracio de raios- X do
humirianthol acetilado (35).

A estrutura cristaloguimica obtida atraves da difracdo de raios-X
confirmou a existéncia do esqueleto pimarano compreendido por dois anéis
saturados de seis membros e um anel de seis membros com uma dupla
ligacdo, sendo que o anel A apresenta uma ponte 3-20 éter metilénica.
Além disso, foi possivel comprovar que a estrutura compreende ainda dois
aneis furanilicos. Importante neste meétodo foi a possibilidade de se
determinar as configuracGes relativas para 0s centros quirais da estrutura
como sendo: R ( 3u, 41, 51, 6u, 91, 10u, 131, 141, 15u).
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3.1.2.1- Correlacoes observadas no espectro NOESY de 18

No espectro NOESY (figura 11) desta estrutura, o hidrogénio ligado
ao C-15, cuja configuracdo absoluta foi determinada pelo método de
Horeau, se encontra no plano o do sistema de anéis. Este hidrogénio nédo
apresenta NOE com a metila em C-13. Esta metila apresenta uma
correlagdo com o hidrogénio em C-14, portanto ambos se encontram na
outra face (anti) da estrutura.(plano ). A ndo correlagdo de H-9 com H-5, e
a correlacdo deste ultimo com a metila em C-4 (CH3-19), e com H-6,
posicionam H-5, H-6 e CH5-18 no plano o da estrutura. Demais correlagdes
observadas no espectro NOESY podem ser observadas na figura 10.

| ’ ] ﬂ ' 8 0 ]
<9 o 0

LI e e e L e e e e pe B e e S S B A B LA L T
ppm 5 4 3 2 1

Figura 11- Espectro RMN 2D NOESY de AI-3 (18) em DMSO-d4 a 400
MHz.
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Considerando-se que a configuracdo do centro estereogénico C-15
foi determinada como sendo R de uma maneira absoluta pelo método de
Horeau, consequientemente as configuracoes 3S, 4R, 5R, 6S, 9R, 10S, 13R,
14R e 15R para os demais centros quirais foram consideradas também
como absolutas, ap6s analise das correlagbes espaciais no espectro
NOESY, juntamente com os dados de Raio X.

3.1.3 Definicio da configuracio relativa dos centros quirais do
metabolito acrenol (19) através de estudos de raios-X do derivado
acetilado 36.

Assim como 18, 0 19 (acrenol) ndo formou cristais que pudessem ser
analisados por difragdo de raios-X. E, como no caso anterior, foi necessaria
sua derivatizacdo com anidrido acético e piridina, o que originou um
derivado diacetilado (36) (15,16 — diacetato - 33,20 — epOxi - 3a. - hidroxi —
9 — epi - 7 pimareno - 19,6 - olida), que ap0s recristalizagdo em CHCIy/
MeOH (10:1), formou cristais que foram utilizados para a analise de raios
X.

A numeracdo atribuida aos carbonos de 19, por conveniéncia, segue
a numeracao observada na estrutura de raio X de 36.

A estrutura cristaloquimica obtida pela difracdo de raios-X de 36
mostrou uma constituicdo compativel com a obtida através dos métodos
usuais de determinacdo estrutural. Com as informacdes cristaloquimicas,
que estdo descritos na parte experimental deste trabalho, determinou-se a
configuracéo relativa dos centros quirais como sendo R (3u, 4l, 51, é6u, 9l,
10u, 131, 15I).

3.1.3.1 Correlacoes observadas no espectro NOESY de 19.

Esta estrutura, ao contrario da anterior, ndo teve nenhuma
configuracdo absoluta determinada, portanto as oposi¢des espaciais dos
hidrogénios e metilas ligadas a centros estereogénicos foram determinadas,
somente, como relativas. O espectro NOESY desta estrutura confirma o
que foi observado pela analise de RX, que, H-5, H-6, C-17(CH3) e C-18
(CHs) se encontram no mesmo plano a, enquanto que H-9 se encontra em
uma posicdo anti, ou seja, no plano B. As figuras 12 e 13 mostram as
correlagdes observadas no espectro NOESY de 19. Demais configuracfes
foram assinaladas em analogia com 18.



Espectro RM
(19) em DMSO-d; a 400MHz.
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Figura 14. Estrutura obtida pela difracio de raios X do Acrenol
acetilado (36).
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3.1.4 Estudo da fracao hexanica de Humirianthera ampla.

3.1.4.1 Isolamento e Identificacao do metabolito AI-7 (37).

Em continuidade com o estudo dos metabdlitos secundérios de H.
ampla, isolou-se, da fracdo hexanica neutra, um solido branco que foi
codificado de Al-7 (37). Este solido foi recristalizado em etanol e
mostrou-se puro quando analisado em CCD. Apresentou ponto de fusao
de 212 °C + 1°C e [a]p = -51 (c=1, CHCIs). Estes dados, associados ao
histérico de metabolitos secundarios isolados de outras espécies de
plantas da familia, sugeriram tratar-se do triterpeno B-amirina. A falta
de um padrdo para comparagcdo em CCD dificultou esta identificacéo.
Para esta comprovacdo, uma amostra desta substancia foi submetida as
seguintes analises em RMN.

3.1.4.1.1 RMN 'H DE AI-7 (37).
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Figura 15 - Espectro de RMN 'H de AI-7 (37) em CDCl;, 400MHz.

O espectro de hidrogénios desta substancia (figura 15) foi pouco
informativo em relacdo a sua estrutura. O espectro mostra que a
substancia € formada por varios hidrogénios metilicos, metinicos e
metilénicos, todos ligados a carbonos alifaticos, que ressonam entre &
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0,5 e 2,0 ppm. A presenca de um sinal em & 5,5 ppm, com a integracéo
para um hidrogénio, sugere que a estrutura apresenta apenas um
hidrogénio olefinico. Além disso, um sinal préximo de 3,2 ppm, com
integracdo para um hidrogénio, sugere a presenca de um hidrogénio
carbindlico, o que foi confirmado depois pelo espectro HMQC. Na
expansdo do espectro de *H (Figura 16), observa-se oito sinais, na forma
de singletos, sugerindo a presenca de oito grupos metilicos na estrutura.
O sinal mais intenso em & 0,9 ppm corresponde a posicdo de duas
metilas geminais.

T T J T L I d T T T
ppm 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8

Figura 16- Espectro de RMN 'H de AI-7 (37), em CDCl; a 400MHz
(expansao 0,8-2,4ppm).

3.1.4.1.2 RMN de C DE AI-7 (37).

Este espectro (figura 17) foi mais elucidativo quanto a estrutura de
Al-7. Através do mesmo, associado com os espectros DEPT 135° (figura
18) e 90° (figura 19), chegou-se a concluséo de que a substancia tratava-se
realmente de um triterpeno, constituido por cinco carbonos metinicos
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(DEPT 90°), dez carbonos metilénicos (DEPT135°), oito metilicos e sete
carbonos desidrogenados. Os dois sinais em campo baixo, em & 158,0 e
116,0 ppm, foram atribuidos aos dois carbonos olefinicos da estrutura,
sendo um metinico (116,0 ppm) e o outro, que absorve a § 158,0 ppm, um
carbono desidrogenado, que desaparece no espectro Dept 135°. O carbono
que absorve em § 79,0 ppm trata-se a um carbono ligado a um oxigénio. Os
carbonos metilicos, que foram suprimidos no espectro Dept 90°, aparecem
como seis sinais, sendo dois sinais correspondentes, cada um, a duas
metilas geminais. Na tabela 1 da pagina 26 sdo encontradas atribuicdes de
sinais que contribuem para a identificacdo estrutural.
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Figura 17 - Espectro de RMN "C de AI-7 (37) em CDCl; a 100MHz.
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Figura 18 - Espectro de Dept 135" DE AI-7 em CDCl; a 100MHz.
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Figura 19- Espectro de Dept 90° de AI-7 em CDCl; a 100MHz.

24



25

3.1.4.1.3 Espectro RMN 2D COSY de AI-7(37).

Através dos espectros COSY de AIl-7 (figura 20) observa-se a
correlacdo do hidrogénio olefinico H-12 (no caso de ser a estrutura de [3-
amirina) com os hidrogénios H-11 metilénicos. Alem disso, H-12 mostra
uma outra correlacdo, possivelmente com H-10, do tipo (W). Devido a
sobreposicdo de sinais dos demais sistemas de spins, ficou dificil de se
obter maiores informacdes deste espectro.
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Figura 20 - Espectro COSY de AI-7 em CDCl;, 400MHz.
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3.1.4.1.4 Espectro RMN 2D HMQC de AI-7 (37).

O espectro HMQC de Al-7 (Figura 21) forneceu poucas informacgdes
adicionais quanto a estrutura. Importante, neste espectro, foram as
correlacBes do hidrogénio olefinico e do carbindlico com seus respectivos
carbonos, em § 118,8 e 5 79,0 ppm, respectivamente.

12
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Figura 21- Espectros HMQC de AI-7 em CDCl; a 400MHz.
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Figura 22- Espectros HMQC de AI-7 em CDCIl; a 400MHz; (expansao
10,0-60,0 ppm x 0,6-2,4 ppm).

Os valores do ponto de fusédo, da rotacdo Otica com os dados dos
espectros de RMN *H, **C do metabélito Al-7, associados as informacdes
da literatura®, corroboram com a estrutura (37 ) de p-amirina.

B-amirina (37)
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Tabela 1 Principais deslocamentos quimicos de "He C de B-amirina, comparado

com dados da literatura (CDCl; , 400MHZz).
ﬂ

*

*

N oH dH oC dC
1 38,24
2 23,62 25,90
3 4,53 3,15 80,95 79,07
4 37,66
5 56,30 55,5
6 36,83
7 18,18 17,50
8 32,56
9 39,80
10 47,57 49,28
11 23,47
12 5,23 5,53 121,76 116,87
13 145,33 158,00
14 41,69
15 28,33
16 26,10
17 32,41
18 47,23 48,76
19 46,79
20 31,00
21 34,70
22 37,13
23 0,87 0,91 33,24
24 0,87 0,91 23,62 21,30
25 0,87 0,97 27,99
26 0,87 0,95 16,72 17,50
27 0,97 0,92 15,46 15,42
28 0,97 0,82 16,62 15,44
29 1,13 1,10 25,85
30 0,83 0,80 26,87

(OH 3) 2.17 2,17

8H" e 8C” deslocamentos quimicos dos *H e *3C observados da literatura™.
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3.1.5 Estudo da fracio acetato de etila de Humirianthera ampla.

3.1.5.1 Isolamento e Identificacao do Metabdlito AI-2 (38).

Da fracdo acetato de etila, isolou-se um solido branco opaco, que
apds ser recristalizado em etanol, apresentou um Pf = 220° C (+ 3° C). Este
metabdlito foi codificado inicialmente por Al-2 (38).

3.1.5.1.1 Analise do espectro de absorcio no Infravermelho de AI-2
(38).

O espectro de 1V de 38 (figura 23) mostrou uma banda intensa em
3421,7 cm™ sugerindo a presenca de hidroxila (s) na estrutura.
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Figura 23- Espectro de Infravermelho de AI-2 (38) em pastilha de KBr.

3.1.5.1.2 Estudo de RMN de 'H AI-2 (38).

A anélise do espectro de RMN de 'H deste metabolito (figura 24)
mostra, entre & 0,3-2,5 ppm, varios hidrogénios, principalmente metilicos e
metilénicos de dificil atribui¢do devido a sobreposicéo de sinais. Na regido
do espectro entre & 3,0-5,0 ppm sdo observadas varias ressonancias de
hidrogénios metinicos e hidroxilicos (desaparecem pela adi¢cdo de D,0),
caracteristicos da unidade de glicose. Portanto, através deste espectro,



30

juntamente com a analise do espectro de RMN de **C, sugeriu-se a
estrutura de um metabdlito glicosilado.
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Figura 24 - Espectro RMN H de AI-2 (38) em DMSO-d4, 400MHz.

3.1.5.1.3 Estudo de RMN de "C de AI-2 (38).

Atraves deste espectro (figura 25), foi possivel observar, que além
dos seis carbonos da glicose, a estrutura apresenta mais vinte e nove
carbonos, caracterizando um esteroide glicosilado e ndo um triterpéno
como se supunha originalmente. O espectro DEPT 135° (figura 26) mostra
a presenca de doze carbonos metilénicos, sendo um deles, o que absorve
cerca de o 60,0 ppm, correspondente ao unico carbono metilénico da
unidade de glicose. Alem disso, observou-se que dois carbonos que
absorvem em campo baixo (140,3 e 120,7 ppm) correspondem aos
carbonos olefinicos internos da estrutura, sendo um deles desidrogenado. O
carbono anomeérico foi confirmado devido a tipica ressonancia préximo de
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d 100 ppm. A comparagdo entre 0S espectros mostrou que a estrutura €
formada por apenas trés carbonos desidrogenados.

= 0y E o

BEESEBSIERESEREEES

- & [ o
3 § B —.Fﬁﬁﬂﬂn-—,ﬁﬁ""-'n-
| | -
! ' /r”/ % /
HO™\ .. T
O 0
HO—T;
¥ OH 2 7oH

S — ——r T

ppa 160 140 120 100 o0 &0 40 0

Figura 25- Espectro RMN °C de AI-2 em DMSO-dg a 100MHz.
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Figura 26- Espectro RMN 'Dept 135° de AI-2 em DMSO-ds a 100MHz.
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3.1.5.1.4 Estudo do espectro COSY de AI-2 (38).

O espectro COSY (figuras 27 e 28) deste metabolito ndo foi muito
elucidativo em relacéo a estrutura, devido a sobreposicao de sinais.
Entretanto, € possivel identificar o sistema de spins formado pelos
hidrogénios da unidade de glicose.
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Figuras 27 - Espectro RMN COSY de AI-2 em DMSO-ds a 400MHz.
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Figuras 28 - Espectro RMN COSY de AI-2 em DMSO-ds a 400MHz
(expansao 0,5-2,5ppm).
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Apds analise dos dados dos espectros e comparado-0s com dados da
literatura®, além da analise em CCD com uma amostra auténtica, conclui-
se que AlIl-2 corresponde ao metabolito sitosterol glicosilado (38)
(C35HgoO6, PM=576,85), comum em diversas especies de plantas. Este
metabdlito também foi identificado na fracdo neutra de acetato de etila da
espécie Himatanthus sucuuba.

B-sitosterol glicosilado (38)
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Tabela 2 Principais deslocamentos quimicos de 'H e “C de p-sitosterol
glicosilado comparado com a literatura (DMSO-ds , 400MHz ¢ 100 MHz)

N.° “$'Hppm | &'Hppm 3 13C & C ppm
ppm
1 37,3
2 30,1
3 77,8 76,90
4 39,1
5 140,7 140,30
6 5,30 5,09 121,7 120,70
7 26,1
8 31,9
9 50,1
10 36,7
11 21,0
12 39,7
13 42,3
14 56,6
15 24,3
16 28,4
17 56,0
18 0,67 0,33 11,8
19 0,93 18,8
20 36,2
21 1,01 0,60 19,0
22 34,0
23 31,9
24 45,8
25 29,2
26 0,88 0,91 19,2
27 0,89 0,91 19,8
28 23,2
29 0,86 0,60 11,9
1 4,40 4,49 102,3 100,70
2 2,96 78,4 76,60
3 3,15 78,3 76,40
4 3,06 77,8
5 3,13 75,1
6 3,41/3,67 4,23/4,25 62,6
2"0OH 5,08
3'0OH 5,01
4°0OH 4,99
6"OH 4,60

* 14 e * 13C valores obtidos da literatura®.
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3.1.6 Estudo da fraciao butanolica de Humirianthera ampla.

3.1.6.1 Determinacao estrutural do metabdlito codificado como Ha-2
(32).

A fracdo solivel em metanol da fracdo butanolica neutra de
Humirianthera ampla, formou um precipitado cristalino alaranjado ap0s
adicdo de acetona. Apos recristalizacdo em metanol, apresentou-se como
cristais incolores, na forma pura, confirmada através de CCD em diversos
sistemas de solventes. Apresentou um ponto de fusio igual a 153° C, e no
sistema eluente acetato de etila / metanol (8:2) apresentou um R.f = 0,62 e
[a]®o= -118,73° (c-0,759 MeOH). A substancia foi codificada inicialmente de
Ha-2. Para auxiliar a identificacdo estrutural de Ha-2 foram realizados
espectros de IV, de massas e de RMN de *H e **C.

3.1.6.1.1 Analise do espectro de absorcio no Infravermelho de Ha-2
(32).

O espectro de absorcdo no infravermelho da substancia isolada
(figura 29) apresentou uma absorcdo em 3388,1 cm™ sugerindo a absorcéo
de hidroxila(s), e em 1756,1 e 1696,1 cm™, de carbonilas.
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Figura 29 Espectro de absorc¢io de Infravermelho de Ha-2 (32).



3.1.6.1.2 Analise do espectro de massas de Ha-2 (32).
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No espectro de massa de baixa resolucdo El da Figura 30
observa-se um fragmento m/z =308 uma que corresponde a parte
aglicona de Ha-2 [M*-glicose], o que estd de acordo com a massa
calculada de Ha-2 que € de 470 uma.
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Figura 30 Espectro de massa de baixa resolucdo EI de Ha-2 (32).

3.1.6.1.3 Estudo de RMN de 'H de Ha-2 (32).

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénios da
substancia Ha-2 foi medido em DMSO-d6 devido a pouca solubilidade em
outros solventes usuais em RMN. O espectro apresentou varios sinais entre
d 7,4 a1,20 ppm. Neste espectro (figura 31), observa-se onze sinais, todos
com integracdo para um hidrogénio, em 6 7,4; 7,2; 5,29; 5,16; 5,08; 5,0 e
4,99; 6,3; 5,5; 4,60 e 4,5 ppm, correspondentes aos hidrogénios metinicos
da estrutura, dois hidrogénios diastereotdpicos ligados a um carbono
metilénico (confirmados pelo espectro HMQC) e dois sinais em 3,68 e 1,27
ppm, ambas na forma de singletos e com integracdo para trés hidrogénios,
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correspondentes a duas metilas. Além disso, foram observados cinco sinais
de hidrogénios, sem correlacbes com carbonos no espectro HMQC, que
foram atribuidos a cinco grupos hidroxilas. Pelos deslocamentos quimicos
destes hidrogénios, juntamente com suas multiplicidades, concluiu-se que a
substancia em anélise apresenta uma glicose em sua estrutura. Os
deslocamentos quimicos de todos os hidrogénios da estrutura assim como
suas constantes de acoplamento sdo encontrados na Tabela 3, pagina 56 da
discussdo de Ha-2. A estrutura que ilustra os espectros foi sugerida apos a
analise das informagcbes de todos os espectros e comparagdo com a
bibliografia especifica.

Ry paEsp

2 -
= =
u]

H 18

: “_EIH-E'
4
i
H 14

EE T —
e —

H 10
{ TEes = S
=
H 12
Ha
H
H2
HB
H &
H2
B
-

- -

= |z -\ Pajslal (3lzlo)  (elo) (o|ezls] B
CIE %K&_E =1 ] I S b 5

E o] =i - [=1E=1{, w i =i || o || o] =] =)= =i

I,.. '1—|-|||| T -|—1ﬂ1—r|—r'|—r'r_1_'_1'1'l_r"l—l—l—l—|"_1_1_|_‘_|_|_l_l_l_l_r |||||| I ||||||||| I'lll
ppa 7 & 5 4 3 2 i

Figura 31- Espectro 'H de Ha-2 (32) em DMSO-dg4 a 400MHz.
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3.1.6.1.4 Estudo de RMN de "°C de Ha-2 (32).

Através do espectro de RMN **C de Ha-2 (figura 32), foram
observados 21 sinais de carbonos ressonando entre & 20,0 e 171,0 ppm. As
ressonancias observadas em 6 170,6 ppm e 166,3 ppm sugeriram que a
estrutura é formada por duas carbonilas, que tanto poderiam ser de éster,
acido carboxilico ou de uma lactona. Como a substéancia deu, rapidamente,
reacdo positiva frente ao reagente de Dragendorf, sugeriu-se que a estrutura
possuia uma funcéo lactona (6 170,6 ppm), enquanto que a auséncia de um
hidrogénio de &cido carboxilico e a presenca de uma metila de um grupo
acetil no espectro de 'H, sugeriu a presenca de uma funcéo éster (8 166,3

ppm).
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Figura 32 Espectro "C DE Ha-2 em DMSO-d¢ a 100MHz.
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3.1.6.1.5 Estudo do espectro DEPT 135° de Ha-2 (32).

No espectro DEPT 135° (figura 33) observou-se a presenca de
apenas um carbono metilénico na estrutura correspondente ao C-6 da
glicose. Alem disso, observou-se 15 sinais positivos de carbonos metilicos
e metinicos. A comparagdo deste espectro com o espectro totalmente
desacoplado, mostra que a estrutura é formada por cinco carbonos
quaternarios.
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Figura 33 Espectro DEPT 135° DE Ha-2 em DMSO-dg a 100MHz.
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3.1.6.1.6 Estudo do espectro DEPT 90° de Ha-2 (32).

O espectro Dept 90° (figura 34)foi um complemento para o espectro
DEPT 135, Atraves deste espectro pode-se concluir que dos quinze sinais
com fase positiva observados no DEPT 135, treze correspondem a
carbonos metinicos e apenas dois séo metilicos.
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Figura 34 Espectro DEPT 90° de Ha-2 em DMSO-d; a 100MHz.

Espectros RMN 2D de Ha-2 (32).

Para auxiliar a elucidacdo de Ha-2, foram utilizadas tecnicas de
RMN 2D homo e heteronucleares.

3.1.6.1.7 Analise do espectro COSY 'H-'H de Ha-2 (32).

A anélise dos espectros COSY de Ha-2 (figura 36) permitiu a
identificacdo de trés sistemas de spins na estrutura. Um dos sistemas de
spins corresponde aos hidrogénios de uma glicose. Um outro sistema de
spins envolve cinco hidrogénios metinicos ndo glicosidicos da estrutura,
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como o hidrogénio que ressona em & 5,15 ppm (H-1) que se correlaciona
com o hidrogénio em & 2,80 ppm, (H-9), que por sua vez se correlaciona
com o hidrogénio que absorve em 3,30 ppm (H-5). Este ultimo apresenta
uma correlagcdo com o sinal em 6,37 ppm (H-6), que se correlaciona com o
hidrogénio que aparece em 5,50 ppm (H-7).0 terceiro sistema de spins
envolve hidrogénios de um grupo metil (C-14) que ressona em 1,27 ppm,
um hidrogénio metinico (H-13) que ressona em 4,26 ppm e um grupo
hidroxila (C13-OH), cujo hidrogénio ressona em 5,30 ppm. A figura 35, a
seguir, mostra as principais correlagcdes observadas no espectro COSY para
a estrutura proposta para Ha-2. :
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Figura 36- Espectro COSY de Ha-2 (32) em DMSO-d;¢ a
400MHz.
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3.1.6.1.8 Analise do espectro HMQC de Ha-2 (32).

O espectro de HMQC (figuras 37 e 38), que mostra correlagdes
via e, foi Gtil para confirmar todas as atribuicdes feitas pelas técnicas
anteriores, principalmente discriminar carbonos hidrogenados de néo
hidrogenados, como, por exemplo, os carbonos que ressonam em 92,0,
950 e 98,0 ppm. O segundo foi atribuido a um carbono néo
hidrogenado (C-8) ligado a oxigénio por ndo apresentar correlacdo neste
espectro. Além disso, com o auxilio deste espectro, foi possivel decidir
que os hidrogénios que ressonam em ¢ 3,67 e 3,41 ppm, tratam-se dos
dois hidrogénios diastereotopicos (H-6) da glicose, por se
correlacionarem com apenas um carbono (61,0 ppm). Da mesma
maneira foi possivel distinguir os hidrogénios hidroxilicos da estrutura,
por ndo apresentarem correlagdo com carbonos.
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Figura 37- Espectro de HMQC de Ha-2 em DMSO-ds a 400
MHz.




44

13

=

a0

_"_l'ﬁ_ - 'l-'—“"r"" T T T T T T T T T T T r T T I
pom 4.0 1.5 .0

Figura 38- Espectro HMQC de Ha-2. em DMSO-ds,, 400 MHz
(expansao 2.0-4.5 x 35-85ppm).

ppa

— — — -1

3.1.6.1.9 Analise do espectro HMBC de Ha-2 (32).

Através das correlagdes a longa distancia ‘H-*C via %J e *J, pode-se
definir com certeza toda a conectividade dos &tomos e substituintes em Ha-
2. Esta foi a técnica mais poderosa para se definir a posicdo dos carbonos
desidrogenados e a posi¢do correta dos substituintes no esqueleto principal.
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Por exemplo, a correlacdo de H-10 com C-13 via %) foi util para fixar a
cadeia lateral no anel lactdénico em C-11 conforme pode ser observado no
espectro da Figura 39. Neste mesmo espectro, pode-se observar as
correlacbes de H-3, H-6 e H-7 com C-5 e C-9, importantes para
comprovacéo da juncdo do anel diidropirano com o ciclopenteno.
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Figura 39- Espectro HMBC de Ha-2 (32), em DMSO-d, , 400 MHz
(expansiao 4.0-8.0ppm x 20-65 ppm).

O espectro da Figura 40, uma outra expansdo, mostra a correlagéo de
H-1' com C-1, importante para fixar a posi¢do da glicose no esqueleto
principal.
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Figura 40 - Espectro HMBC de Ha-2 em DMSO-ds , 400 MHz
(expansao 1.0-5.5ppm x 65-115ppm).

Neste mesmo espectro, observa-se a correlacdo de H-9 com C-8, que
associado as correlagbes de H-6, H-7 e H-10 com C-8, observadas na
Figura 41, comprova o carbono quaterndrio C-8 como sendo a ponte
(carbono "spiro™) entre o anel lactonico e o ciclopenteno da estrutura
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iridoide. Além disso, através de H-3, ficam confirmados os deslocamentos
quimicos de C-4 e de C-1.
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Figura 41- Espectro HMBC de Ha-2 em DMSO-ds a 400 MHz
(expansio 4.8-7.7ppm x 65-115ppm).

No espectro da Figura 42 (expansdo entre 50 e 7,5 ppm x 125-
175ppm ppm) observa-se trés correlagbes importantes para definir a
estrutura. A primeira correlacdo ocorre entre H-3 com a carbonila a 6 166,0
ppm, possibilitando atribuir este valor a carbonila do éster e fixar a posicao
do grupo acetila ligada ao C-4. A segunda correlagdo importante ocorre
entre H-10 e a carbonila que absorve em 6 170,0ppm, localizando a lactona
na estrutura. Além disso, a correlacdo do hidrogénio da hidroxila que
absorve em & 5,15 ppm (C13) com o carbono desidrogenado que absorve
em o 137.0 ppm, confirma o substituinte 1-hidroxietil em C-11.
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Demais correlagdes podem ser observadas no espectro HMBC total
apresentado na Figura 43.
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Figura 42 - Espectro HMBC de Ha-2 em DMSO-ds a 400 MHz
(expansao 5,0-7,5 ppm x 125-175 ppm).
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Apds todas estas analises, a estrutura 32 foi proposta para o
metabdlito Ha-2, que infelizmente, ap6s uma revisdo bibliografica,
verificou-se que tratava da mesma estrutura de um metabdlito
anteriormente isolado, e que foi denominado de plumerideo glicosilado.
Este mesmo metabdlito foi mais tarde isolado da fragcdo acetato de etila de
H. ampla e, também foi encontrado no extrato acetato de etila de
Himatanthus sucuuba.
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3.1.6.1.10 Analise do espectro NOESY de Ha-2 (32).

O espectro NOESY de Ha-2 (Fig. 44), permitiu a observacdo de
algumas interacdes espaciais entre hidrogénios, como por exemplo, a
interacdo do hidrogénio que ressona em & 2,8 ppm (H-9), que se
correlaciona com o hidrogénio a 3,8 ppm (H-5), o qual se correlaciona com
0 hidrogénio que aparece em & 7,3 ppm (H-6), indicando que os trés
hidrogénios se encontram no mesmo plano da estrutura, em uma relagao
syn. H-1, que aparece em & 5,2 ppm, nédo apresenta correlagdo com nenhum
destes hidrogénios, indicando que 0 mesmo se encontra em uma posicao
anti aos demais. Este dado € importante para, associado a outro método,
determinar a estereoquimica relativa ou absoluta destes centros
estereogénicos. A estereoquimica relativa dos carbonos quirais C1,C5 e C9
foram assim determinadas como sendo R(1u, 51, 91).

—‘—5'% ] i
sof e | |
—

o
[8]]

2.0

75 7.0 5 5 B

m

5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.

2 (ppm)

Figura 44- Espectro NOESY de Ha-2 (32) em DMSO-d¢ a 400 MHz.



Tabela 3 Deslocamentos quimicos 'H e *C de Ha-2 (32) em DMSO-D, 400MHz.

SH(ppm) J(Hz) 6C (ppm)
1CH 5,15d 4.64 92,0
3CH 7,48 d 1,6 150,0
4C 109,0
5CH 3,8 dd 1,6 6,6 38,0
6 CH 6,37 dd 2,36 6,36 139,0
7 CH 5,5 dd 54 1,48 129,0
8§C 95,0
9CH 2,8 dd 46 4,6 48,0
10 CH 7,2d 1,36 148,0
11C 137,0
12 C 170,0
13 CH 4,36 m 61,3
14 CH; 1,27d 6,52 22,0
15C 166,0
16 O-CH; 3,68s 51,0
1’CH 44d 7,8 98,0
2°CH 2,96 m 73,0
3°’CH 3,15 m 76,0
4 CH 3,06 m 69,0
5° CH 3,13 m 77,0
6’ CH, 3,41 3,41 61,0
3,67 dd 4,39
13 CH-OH 5,3d 1,6
2’ CH-OH 5,08 d 5,2
3’ CH-OH 5,01d 47
4’ CH-OH 4,99 d 53

6’ CH,-OH 4,60 dd 3,0 30
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3.1.6.2 Ha-2 acetilado (39).

Com a finalidade de se comprovar inequivocamente a estrutura de
Ha-2, e para se obter derivados para a comparacao de atividades bioldgicas,
este metabolito foi acetilado na presenca de anidrido acético e piridina. O
produto obtido foi purificado conforme é apresentado na parte experimental
deste trabalho.

O produto acetilado de Ha-2, como era esperado, apresentou uma
solubilidade superior ao material de partida, portanto os espectros de RMN
foram realizados em cloroférmio deuterado. Estes espectros serviram para
confirmar a estrutura e foram Uteis para a elucidacao estrutural de um outro
metabdlito, através da comparagdo dos espectros.

3.1.6.2.1 Analise estrutural através de RMN 'H de Ha-2 acetilado (39).

Ao se comparar os espectros de hidrogénios do metabdlito natural
com o acetilado (Figuras 45 e 46), observa-se a presenca de varios grupos
metilas adicionais, com deslocamentos quimicos entre & 1,5 e 2,0 ppm,
correspondentes aos quatro grupos acetilas da unidade de glicose e um
grupo acetila da aglicona.
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Figura 45- Espectro de RMN 'H e expansio de Ha-2 acetilado em
CDCIl; a 400 MHz.
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Figura 46- Espectro de RMN 'H e expansido de Ha-2 acetilado em
CDCl; a 400 MHz.

3.1.6.2.2 Analise estrutural através de RMN °C de Ha-2 acetilado (39).
Neste experimento, € interessante de se observar os espectros

expandidos (Figuras 47 e 48), que mostram claramente os carbonos
carbonilicos e metilicos dos grupos acetilas originados da reacao.

R1=R2=R3=R4=Rs=H = PLUMERIDEO glicosilado
R1=R>=R3=R4=Rs= COOCH3 =PLUMERIDEO glicosilado acetilado
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Figura 47- Espectro de RMN “C de Ha-2 acetilado em CDCl; a 400
MHz (expansao 166,0-171,0 ppm).
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MHz (expansao 14,0-21,1ppm).
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3.1.6.3  Isolamento, identificacdo e determinacdo estrutural do
metabdlito Ha-1 (33).

Parte da fracdo butandlica soluvel em metanol de Humirianthera
ampla, além de Ha-2, foram observadas duas outras substancias em CCD,
com referenciais de deslocamento diferentes entre si. Uma delas, a
substancia com Rf = 0,52 (acetato de etila:metanol, 9:1), foi isolada através
de técnicas cromatograficas conforme descritas na parte experimental, na
forma de um solido amorfo, e foi codificada como Ha-1.

3.1.6.3.1 Analise do espectro de massas de Ha-1 (33).

O espectro de massas ESI negativo de Ha-1(Figura 49) apresentou
um pico [M*™-H] a m/e = 455,11893, correspondendo a uma massa
calculada de 456,397 uma para 0 metabolito.

Ha | ESI neg
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0.0e+00

240 290 440

Figura 49- Espectro de massas ESI negativo de Ha-1(33)
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3.1.6.3.2 RMN 'H de Ha-1 (33).

O espectro de hidrogénios desta substancia (Figura 50), medido em
DMSO-ds devido a insolubilidade em solventes menos polares, mostrou
deslocamentos quimicos muito proximos aos encontrados para Ha-2, com
uma diferenca importante: a auséncia dos hidrogénios metilicos do éster
lateral. Associado a este fato, juntamente com a maior polaridade de Ha-1
comparada com Ha-2, e pela analise do espectro de massas, fez com que se
suspeitasse, inicialmente, de uma carboxila livre em Ha-1.
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Figura 50- Espectro RMN H de Ha-1(33) em DMSO-dg a 400 MHz.
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3.1.6.3.3 Anailise do espectro de RMN "*C de Ha-1.

O espectro de **C de Ha-1 (figura 51) apresentou vinte sinais entre &
20,0 e 171,0 ppm. Os sinais dos carbonos com deslocamentos entre § 166,1
e 170,7 ppm, correspondem a carbonilas, sendo uma referente a uma
funcdo lactona e outra a uma funcéo &cido carboxilico.
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Figura 51- Espectro RMN 13C de Ha—1(33) em DMSO-dg a 100
MHz.
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Figura 52- Espectro de RMN “C de Ha-1 em DMSO-d; a 100 MHz (
expansao 127,8-174,0ppm).
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3.1.6.3.4 Analise do Espectro DEPT 135" de Ha-1 (33).

Através do experimento DEPT 135° (figura 53), observa-se que a
estrutura de Ha-1 é constituida de quinze sinais acima da linha base
correspondentes aos deslocamentos quimicos de uma metila e treze
carbonos metinicos. Com a fase negativa, observa-se apenas um carbono
metilénico, de uma unidade de glicose.
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Figura 53- Espectro Dept 135 * de Ha-1 em DMSO-dg a 100 MHz.

Além disso, no espectro DEPT 135° observa-se a auséncia de cinco
sinais, correspondentes aos carbonos nédo hidrogenados. Portanto, com estes
dados pode-se propor a estrutura de Ha-1 como sendo muito proxima de Ha
-2, constituida de cinco carbonos quaternarios (5C), um carbono metilénico
(1CH,), um carbono metilico (1 CHs) e quatorze carbonos metinicos (13
CH).
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3.1.6.4 Ha-1 acetilado (40).

Devido a pouca solubilidade de Ha-1 e, por ser higroscopico,
decidiu-se pela sua derivatizacdo, neste caso, atraves de uma reacdo de
acetilacdo. Desta maneira, obteve-se um produto derivatizado de facil
manuseio, principalmente no preparo de amostras em solventes menos
polares para a RMN.

3.1.6.4.1 Estudo do espectro de RMN 'H de Ha-1 acetilado(40).

Neste espectro (figura 54), medido em CDCI;, observou-se a
presenca de seis grupos metilas correspondentes aos grupos acetilas
resultantes da reacdo de acetilacdo e uma metila j& observada antes da
reacdo. Este dado foi importante, comprovando que a estrutura € formada
por cinco hidroxilas ( ver expansdo da Figura 55), sendo quatro hidroxilas
da unidade de glicose e uma do sistema aglicona, como em Ha-2.
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Figura 54 Espectro RMN "H DE Ha-1 acetilado em CDCI; a 400 MHz.
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Para facilitar a identificacdo estrutural deste metabolito, foi importante uma
comparagdo com os espectros de Ha -2 (Figura 55).

h

Ha2acetilado JML
—

2.00 1.50 1.80 70 1.60 1.50
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L8 2.10 2.00 1.90 1.50 1.70 1.60 1.50

Figura 55- Comparacio entre os Espectro RMN 'H dE Ha-1 e Ha-2
acetilado em CDCl; a 400 MHz.

O espectro da Figura 54 superior (regido das ressonancias dos
grupos metilas) mostra a analise de uma amostra de Ha-2-acetilado
contendo uma pequena impureza de Ha-1-acetilado, enquanto que
abaixo se observa o espectro de Ha-1-acetilado puro. Esta comparacéo
foi importante para a confirmacdo de que se tratam de metabolitos
diferentes, porém com pequenas variagfes estruturais.

O espectro da Figura 55 foi importante para a comparagdo de que a

estrutura de Ha-1 ndo tem o grupo metoxila, nresente como em Ha-2.
OMe

Ha2 acetilado \

' 44 42 40 38 36 34 32 30

Figura 56 — Comparacio entre os espectros RMN 'H DE Ha-1 e Ha-2
acetilado
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Além disso, a sobreposicdo de espectros mostra diferencas em
deslocamentos quimicos de alguns hidrogénios olefinicos, conforme pode
ser observado na comparacao da Figura 57.

Ha-2acetilado
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Figura 57 - Comparacio dos espectros d¢ RMN 'H de Ha-1 e Ha-2
acetilado em CDCl; a 400 MHz.

3.1.6.4.2 Estudo do espectro de RMN BC de Ha-1 acetilado (40).

Neste espectro, s@o observados no total 30 sinais, sendo que na
regido entre o 160,0-171,0 ppm sdo observadas ressonancias
correspondentes a sete carbonilas, sendo cinco correspondentes as
carbonilas dos grupos acetilas, uma da funcdo lactona e a outra atribuida
como sendo a carbonila de um &cido carboxilico. Importante de se observar
no espectro foi a auséncia da carbonila e do carbono metilico do éster em
C-4, que em Ha-2 ressonam em & 166,0 e em & 51 ppm, respectivamente.
Demais sinais de carbonos se assemelham muito com os sinais de carbonos
da estrutura de Ha-2.
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Figura 58- Espectro RMN "*C DE Ha-1 acetilado comparado com
expansao da regiao de 167 a 179 ppm em CDCl; a 100 MHz.

3.1.6.4.3 Estudo do espectro de HMQC de Ha-1 acetilado (40).

O espectro de HMQC mostra as correlagdes dos carbonos
hidrogenados de Ha-1 acetilado. Observamos que o carbono C-14 em 6
19.14 ppm possue correlagdo com H-14 em & 1.5 ppm; C-1, em 6 92.44
ppm , com H-1 & 5.1 ppm ou ainda o carbono olefinico C-3, em ¢ 150.84
ppm, com H-3 em & 7.43 ppm. As correlacbes sdo semelhantes as
correlacdes do HMQC de plumerideo glicosilado acetilado ja analisados
anteriormente, com excecdo da correlacdo de C-16, em & 52 ppm, com H-
16, em & 3.64 ppm ,correspondente a metila do éster.
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Figura 59- Espectro RMN 2D HMQC DE Ha-1 acetilado em CDCl; a
400 MHz.
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3.1.6.5 Reacio de metilagao de Ha-1.

Uma maneira de comprovar a estrutura de Ha-1 como sendo a de um
composto com uma funcédo carboxila livre, uma pequena quantidade do
metabdlito foi tratado com diazometano em éter etilico conforme o figura
60. ApoOs algumas horas sob agitacdo magnética e controle por CCD,
observou-se o consumo do reagente e a formacdo de um produto de Rf
superior, confirmando a presenca de uma funcdo &cido carboxilico na
estrutura.
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3
OH
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R—C—OH ————» R—C—0—CHs

Figura 60 Reacio de metilacio com diazometano.

3.1.6.5.1 Estudo de RMN 'H do metabélito Ha-1 metilado(32).

Este espectro (Figura 61) confirmou a reacdo de metilacéo, portanto
a presenca da funcdo carboxila livre, atraves de um sinal em 3,8 ppm, na
forma de um singleto, com integracéo para 3 hidrogénios.
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Figura 61 Espectro de RMN 'H de Ha-1 metilado em DMSO-d; a 400
MHz.

A comparacdo em CCD deste produto de metilacdo com Ha-2,
mostrou que se tratavam da mesma substancia, sendo o grupo metila a
unica diferenga entre os dois metabdlitos. Infelizmente, este metabolito é
conhecido, e tinha sido isolado anteriormente em 1990 por Kardono e
colaboradores, da espécie Pluméria rubra. Entretanto, este metabolito foi
isolado pela primeira vez como constituinte de uma planta da familia
Icacinaceae.

Como a estereoquimica de Ha-2 € conhecida como sendo. R (1u, 5I,
9l)., pode-se confirmar a estrutura 33 para Ha-1, com a mesma
estereoquimica relativa.
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3.2 Estudo dos constituintes quimicos da espécie Himatanthus sucuuba
(Apocynaceae).

A casca de Himatanthus sucuuba foi escolhida para este trabalho
devido a sua grande utilizacdo na medicina popular, na Amazonia, para
diferentes doencgas. A planta € conhecida na regido do vale do Purus (Acre)
por sucuba ou sucuuba. Neste trabalho, o extrato etanolico bruto da planta
foi fracionado por solventes em ordem crescente de polaridade (hexano,
cloroformio, acetato de etila e butanol) conforme fluxograma 2 da pagina
103 e, suas fracdes analisadas conforme mostrado a seguir.

3.2.1 Estudo da fracdo hexanica de Himatanthus sucuuba

Neste trabalho, a fracdo hexanica da Himatanthus sucuuba, apos
evaporacdo, resultou em um produto solido branco. A adicdo de etanol, a
solucdo deste produto sélido branco solubilizado em cloroférmio, resultou
na precipitacdo de outro material sélido, constituido por duas substancias
(CCD) de dificil separacdo (CC). Este precipitado obtido foi codificada
como HS 4, e teve sua estrutura analisada através de RMN de *H e de *°C.

A literatura®™ *® descreve que na fracdo hexanica desta planta, foram,
anteriormente, detectadas as seguintes substéncias: cinamato de o.-amirina,
cinamato de lupeol e acetato de lupeol.

3.2.1.1 Estudo do espectro de RMN *H de HS 4.

O espectro de RMN 'H desta amostra (figura 62 e 63) apresentou
sinais de ressonancia de hidrogénios na regido entre 7,0 e 7,7 ppm,
sugerindo hidrogénios aromaticos na estrutura. Além disso, apresentou
ressonancias na regido de hidrogénios olefinicos, além de varios
hidrogénios em campo alto, dificeis de serem atribuidos. Dois hidrogénios,
que ressonam em 6,4 ppm em forma de dubletos, acoplando entre si
(espectro COSY) com um J = 16 Hz, sugeriram dois hidrogénios olefinicos
em uma relagdo trans, possivelmente de uma unidade cinamato da
estrutura. Portanto, este analito, em concordancia com a literatura, poderia
ser tanto a-amirina ou lupeol, esterificados na forma de cinamato, (16) e
(17), ou ambos. A regido do espectro entre 0,6-1,6 ppm (Figura 63) mostra
ressonancias para uma série de grupos metilas, reforcando a possibilidade
de se tratarem de duas substancias.
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Figura 62- Espectro de RMN 'H de Hs 4 em CDCl; a 400 MHz
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Figura 63- Espectro de RMN 'H expandldo de HS 4 em CDCl; a 400
MHz
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3.2.1.2. Estudo do espectro RMN **C DE HS 4

O espectro de RMN *3C (figura 64) apresentou, entre varios sinais,
um sinal de absorcéo de um carbono de carbonila em 166,8 ppm, sugerindo
a carbonila do cinamato. Alem disso, os deslocamentos quimicos em 118,8
e 144,0 ppm, de dois carbonos olefinicos, corroboram com a presenca da
unidade cinamato na estrutura. O deslocamento de um carbono metinico
em 81,0 ppm sugere tratar-se de um carbono oxigenado, que neste caso
seria 0 C-10 carbindlico, esterificado com o acido cindmico. A regido do
espectro em campo alto mostra uma série de sinais, principalmente de
carbonos metilicos e metilénicos, 0 que sugere que a amostra trata-se, na
realidade, de uma mistura de duas substancias triterpenicas. Decidiu-se, por
se tratarem de substancias conhecidas, a ndo separagdo das mesmas.
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Figura 64- Espectro de RMN **C de HS 4 em CDCl; a 100 MHz.
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3.2.1.3 Estudo dos espectros de RMN 2D COSY de HS 4

O espectro COSY da mistura (figura 65) foi util apenas para identificar o
sistema de spins da unidade cinamato das estruturas.

Figura 65- Espectro COSY de HS 4 em CDCI; a 400MHz.

3.2.1.4 Estudo do espectro de RMN 2D HMQC de HS 4

O espectro HMQC da mistura foi atil apenas para correlacionar
hidrogénios com seus respectivos carbonos da parte mais desimpedida do
espectro, conforme pode ser visualizado na Figura 66.
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Figura 66- Espectro HMQC de HS 4 em CDCl; a 400MHz.



CINAMATO DE ALFA AMIRINA

(27)

CINAMATO DE LUPEOL

(28)

Tabela 4 Principais deslocamentos quimicos de *H e **C de cinamato de alfa
amirina e cinamato de lupeol, comparativo com dados da literatura (CDCl3 ,

72

400MHz)

27 28
N°[s*H |6'H* [5%C salsc#lslH sTH* [81C s B¥c*
1 1345 |[135 135.5
2 |754 |7.35 [128.83 [129.96 [7.54 7.25 129.9
3 128.83 [129.96 129.9
4 128.03 [129.28 129.2
5 128.03 [129.28 [7.29 7.00 129.2
6 [7.29 |7.10 131.5 7.00 131.49
7 |766 |756 |[144.00 |146.68 §7.66 7.59 144.00 |146.68
8 [6.44 [6.43 [118.85 [118.54 [6.44 6.3 118.85 [118.54
9 166.8 [166.09 166.88 |166.09
10 |4.65 [4.70 |81 81.60 J4.65 4.7 81.00 81.60
11
12 56.26 56.26
13
14 1.8
15 1.7
20 /519 |5.31 [121.6 [116.72
21 142.6 |143.63
19
35
36 38.34 2.5
37 150.23 |150.23
38 42.00 [4.65 4.65 130.43 [110.40
39 1.68

& 1 H" e *C* deslocamentos quimicos dos Hidrogénios e dos Carbonos observados da literatura.

45,46
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3.2.2 Estudo da fracéo cloroformica de H. sucuuba.

Desta fracdo, foram isolados os metabdlitos codificados por Hs-5 e
Hs-7.

3.2.2.1 Determinacdo estrutural do metabolito codificado como Hs-

5(43).

Este metabolito, codificada inicialmente por Hs-5, foi obtida da
fragcdo cloroformica neutra da espécie Himatanthus sucuuba, na forma de
cristais incolores, apos recristalizacdo com metanol. A estrutura para Hs-5
foi proposta apds analise de todos os espectros a seguir apresentados.

3.2.2.1.1 Analise do espectro de massas de Hs-5 (43).
O pico que se observa no espectro de massas da figura 67 do

metabolito Hs-5 de 331.07934 [M+Na]" determina de que a massa do
analito € 308.09464 uma.

31.07934 [ 174N G ¢
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Figura 67- Espectro de massas de Hs-5 (43).
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3.2.2.1.2 Anélise estrutural de Hs-5 (43) por RMN de 'H.

O espectro de 'H de Hs-5 (figura 68) apresentou sinais de absor¢o
com deslocamentos entre 6 1,96 a 6.98 ppm. Os sinais de ressonancia em
campo baixo, com deslocamentos em & 6,98; 6,01, 5,95, 5,56 e 5,12 ppm,
sugerem hidrogénios metinicos ligados a carbonos insaturados e/ ou
oxigenados. O sinal observado em & 3,69 ppm, na forma de um singleto,
com integracdo para 3 hidrogénios, sugere a presenca de uma metoxila,
enquanto que a absorcdo em & 1,96 ppm, com integracdo para 3
hidrogénios, sugere a presenca de uma metila. Além disso, o0 espectro
mostra um dubleto em & 6,68 ppm, que apds a anélise do espectro HMQC
(sem correlacdo com carbono), e pelo desaparecimento pela adicdo de uma

gota de D,0, sugeriu-se a presenca de uma hidroxila, ligada a um carbono
secundario.
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Figura 68- Espectro de RMN 'H de Hs-5 em DMSO-dg a 400 MHz.
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3.2.2.1.3 Analise estrutural de Hs-5 (43) por RMN **C.
A substancia Hs-5 (43) demonstrou, através dos sinais de absorcéao

no espectro de RMN “*C (figura 69), estar estruturada com 15 carbonos,
distribuidos entre 6 15,52 a 172,00 ppm.
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Figura 69- Espectro RMN de **C de Hs-5 (43) em DMSO-dg a 100MHz.

3.2.2.1.4 Analise dos espectros DEPT 135° e DEPT 90° de Hs-5 (43).

A anélise conjunta dos espectros DEPT 90° (Figura 71) e DEPT
135° (Figura 70) de Hs-5 permitiram identificar os tipos de carbonos que
compde a estrutura da substancia.

O espectro DEPT 135° foi importante para mostrar que a estrutura de
Hs-5 ndo apresenta nenhum carbono metilénico. A associacdo deste
espectro com o espectro DEPT 90° mostrou que a estrutura é formada por
nove carbonos metinicos, dois metilicos e quatro carbonos quaternarios.
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Figura 70- Espectro RMN DEPT 135° de Hs-5 em DMSO-d; a
100MHz.
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Figura 71- Espectro RMN DEPT 90° de Hs-5 em DMSO-dg a
100MHz.
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3.2.2.1.5 Anélise do espectro COSY ( 'H-'H ) de Hs-5.

O espectro COSY de Hs-5 (figura 72) mostra que a estrutura
apresenta trés sistemas de spins. O primeiro sistema € composto por cinco
hidrogénios metinicos, além do hidrogénio hidroxilico. Este ultimo, que
absorve em 6,68 ppm, e que foi identificado pelo espectro HMQC, foi
tomado como referéncia para a identificacdo deste sistema. Este hidrogénio
apresenta correlagcdo com H-3 que absorve em 6,68 ppm, que por sua vez se
correlaciona com H-4, que absorve em 2,77 ppm, o qual correlaciona com
H-5, que absorve em 3,56 ppm. Este Gltimo se correlaciona com H-9, em
3,06 ppm, que por sua vez mostra um pico de cruzamento com H-1, que
absorve em 5,56 ppm, completando este sistema de spins. Possivelmente
devido a problemas conformacionais, H-5 ndo mostra correlagdo com H-6.
Por sua vez, H-6, que absorve em 6,01 ppm se correlaciona com H-7, que
aparece em 5,95 ppm, completando o segundo sistema. O terceiro sistema
de spins também é constituido por apenas dois sinais isolados, que séo 0s
hidrogénios de CH3-14 em 1,96 ppm, que se correlaciona com H-13, em
6,98 ppm.

Figura 72- Espectro COSY de Hs-5 (43) em DMSO-ds a 400MHz.
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3.2.2.1.6. Analise do espectro de HMQC de Hs-5 (43).

O espectro de HMQC de Hs-5 (figura 73) permitiu observar as
correlacdes H-C (1), auxiliando na determinacdo estrutural da substancia.
Este espectro foi importante para a identificar que o hidrogénio que absorve
a o 5,56 ppm esta ligado ao C-1 (6 98,12 ppm), que o hidrogénio que
absorve em & 5,12 ppm esta ligado ao C-3 (6 90,6 ppm), enquanto que o
hidrogénio que absorve em & 5,09 ppm, esta diretamente ligado ao C-10 (6
79,27ppm), confirmando estarem estes hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados. Por outro lado, as correlaces observadas entre os hidrogénios
que absorvem em ¢ 6,01 e 5,95 ppm com C-6 (6 138,4 ppm) e com C-7 (6
131,1 ppm), respectivamente, identificam H-6 e H-7 como olefinicos.
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Figura 73- Espectro HMQC de Hs-5 em DMSO-dg a 400 MHz.
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3.2.2.1.7 Andlise dos espectros de HMBC de Hs 5 (43).

Estes espectros (figura74,75 e 76), juntamente com o0 HMQC, foram
Importantes para a identificacdo inequivoca da multiplicidade de todos os
hidrogénios e carbonos da molécula. Algumas das correlacbes foram
chaves para o esclarecimento da estrutura, como por exemplo, a correlacdo
de H-3 com C-15, situando a posicdo do substituinte acetil na estrutura, e
de H-5 com C-6 e com C-7, H-7 com C-9 e de H-9 com C-6, confirmando
a juncao cis do ciclo diidropirano e ciclopenteno na estrutura.
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Figura 74- Espectro HMBC de Hs-5 (43) em DMSO-dg a 400MHZz)
(expansao).
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Figura 76- Espectro HMBC de Hs-5 em DMSO-ds a 400MHz.

3.2.2.1.8 Analise do espectro NOESY de Hs 5 (43).

O espectro NOESY de Hs-5 mostrou algumas correlagdes
importantes para definicdo da posi¢do espacial (configuracdo relativa) dos
hidrogénios na estrutura. Por exemplo, as correlacbes entre H-3 com H-4,
H-4 com H-5, que se correlaciona com H-9, e este ultimo com H-1 (6= 5.56
ppm), definem que estes hidrogénios estdo identicamente direcionados no
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espaco (relacdo cis). A falta de correlacdo espacial destes hidrogénios com

H-10 sugere que este Gltimo esteja em posi¢do anti aos demais.
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Figura 77- Espectro NOESY de Hs-5 (43) em DMSO-d¢ a 400MHz.
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Tabela 5 Deslocamentos quimicos *H e *C de Hs-5 (43) (DMSO-ds, 400 MHz).
N SH 5C
1 573 90,12
2
3 512 90,6
4 2,77 45,74
5 3,46 41,52
6 6,01 138,4
7 5,95 131,1
8 102,3
o) 3,06 52,78
10 5,09 79,3
11 128,2
12 167,87
13 6,98 143,8
14 1,96 15,52
15 172,00
16 3,69 52,8

6,68
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3.2.2.1.9 Definicdo da configuracdo de C-3 de Hs-5 (43) através do
método de Horeau.

Como mencionado anteriormente, atraves do espectro NOESY foi
possivel de se propor a estereoquimica relativa de alguns centros
estereogénicos da molécula. Com a finalidade de se complementar esta
parte, tentou-se, através do método de Horeau, se determinar a
configuracdo absoluta de um centro, neste caso do alcool secundario, e,
assim tornar absoluta a configuracdo dos demais centros. Para isso, a
substancia foi purificada através de CCD preparativa para eliminar a
impureza observada no espectro de RMN de *C. Apbs, a substancia foi
esterificada com anidrido fenilbutirico racémico, e o acido fenil butirico
residual, na forma de seu éster metilico, analisado através de cromatografia
enantioseletiva, utilizando-se uma coluna cromatografica empacotada com
a fase 2,6-Me-3-Pe-B-CD, segundo modificagdo de Konig® e
colaboradores discutida anteriormente.
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Figufa 78- Cro_m-atograma do &cido fenilbutirico residual da reacdo da
Allamandina-A , na forma de seu éster metilico.
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O excesso enantiomérico (4%) do acido residual na forma de seu
éster foi o (S)- fenilbutirico. Portanto, aplicando-se a regra de Horeau,
chegou-se a conclusdo que a configuracdo absoluta do centro estereogénico
C-3 é “R”. Desta maneira, juntamente com o espectro NOESY, propomos
que a estrutura deste metabdlito apresenta a seguinte configuracao:
R(1u,3u, 4u, 51,9u, 10u). A configuracdo do carbono quaternario C-8 nao
foi determinada. A estrutura Hs-5 foi proposta para este metabolito, como
sendo a de um diastereoisémero de allamandina (30), um iriddide lactdnico
com atividade antileucémico, isolada anteriormente de Allamanda
cathartica e Allamanda schotti®**“®. Hs-5 apresenta uma rotacdo 6tica
[a]*b= +11,53 (c 0,5157 MeOH) e ponto de fusdo 233-235 °C, enquanto
que a rotacdo otica de allamandina é de [a]*'o= +15 (c 0,006 MeOH) e o
ponto de fusdo de 212-215°C. Esta diferenca é pouca para reforcar a
suposicao de tratarem-se de dois diastereoisomeros. Maiores informacdes,
como dados de raios-X de Hs-5 (43) ou uma amostra auténtica de
allamandina (30) para comparagdo em CCD, serdo necessarias para a
comprovacgdo de que se tratam de dois estereoisomeros e nao da mesma
substancia. Neste trabalho, 0 metabdlito aqui isolado serd denominado de
allamandina-A.

Figura 79- Estrutura e configuracéo proposta para allamandina-A (43)
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3.2.2.2 ldentificagdo estrutural do metabolito codificado como Hs-7
(44).

Este metabdlito foi isolado da fracdo cloroférmica, na forma de um
6leo de coloracdo levemente amarelada. A substéancia foi submetida a
analise estrutural por RMN de *H e de **C, onde se observou que a amostra
ndo era pura. Foi possivel observar nos espectros, que a estrutura deste
metabdlito era proxima da estrutura de Hs-5, com a diferenca que, no
espectro de carbono-13, havia a auséncia de um carbono oxigenado e a
presenca de dois carbonos olefinicos a mais, se comparado com a estrutura
de H-5 (43).

Em paralelo, ao se tentar acetilar a hidroxila secundaria de Hs-5
(anidrido acético/piridina) com a finalidade de tornar a estrutura mais
soltvel para se realizar espectros em cloroformio e, de se obter derivados
para a analise de atividade bioldgica, obteve-se uma substancia cujos
espectros de *H e de **C mostraram, em vez de um produto acetilado, um
produto originado de uma eliminacgdo, cujos espectros eram coincidentes
com os de Hs-7. Portanto, a estrutura de Hs-7 foi determinada através deste
produto eliminado.

i
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Figura 80 - Reacdo de Hs-5 na presenca de piridina e acido acético.



3.2.2.2.1 Andlise do espectro de massas ESI de Hs-7 (44).
Neste espectro (figura 81), observou-se um pico [M+Na]" a 313.06841uma,
0 que corresponde a uma massa de 290,6841uma para a substancia. Demais
sinais observados no espectro, correspondem a “ clusters” formados entre
moléculas do analito e atomos de sadio.
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Figura 81- Espectro de massas ESI de Hs-7 (44)

3.2.2.2.2 Analise do espectro de RMN de 'H de Hs-7.

A estrutura de Hs-7 foi definida ap0s a analise de todas as demais
informacdes espectrais, como RMN de *H, *C, COSY, HMQC e HMBC.

87

No espectro de RMN de 'H (figura 82), os sinais pertencentes as
absorcdes dos hidrogénios desta substéncia, se encontram em uma regiéo
entre & = 2,02 e 7,19 ppm. Como o produto da reagéo era o resultado de
uma reacdo de acetilacdo, esperava-se observar no espectro de RMN *H, o
desaparecimento do hidrogénio 3-OH, que em Hs-5 aparece em & 6,68
ppm, além do surgimento do grupo acetila. Na realidade, observou-se o
desaparecimento do grupo hidroxila da estrutura, mas ndo foi observado o
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grupo metila do acetil. Comparando-se este espectro com o espectro da
substancia que deu origem ao produto (allamandina-A), observou-se 0
surgimento de um singleto em campo baixo (6 7,19 ppm) e o
desaparecimento do sinal de H-4. Os demais sinais em & 5,97; 5,58; 5,50;
3,95; 3,70 e 3,35 ppm, correspondem aos hidrogénios observados na
estrutura da alamandina-A. Portanto estes dados confirmam que houve
eliminacdo em vez de acetilacdo de Hs-5. A comparacdo dos espectros e a
comparacdo em CCD, comprovaram que o produto de eliminacdo e o
metabdlito Hs-7 tratam-se da mesma substéncia, e que ja tinha sido
anteriormente isolada e denominada de plumericina (25).
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Figura 82- Espectro de RMN 'H de Hs-7 (44) em CDCl; a 400MHz.
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3.2.2.2.3 Anélise do espectro de RMN de °C de Hs-7 (44).

O espectro de ™C apresenta sinais del5 carbonos, com
deslocamentos quimicos semelhantes aos encontrados para alamandina-A.
A diferenca entre os dois espectros estd nos deslocamentos quimicos dos
carbonos que apareciam no espectro de allamandina-A em 6 90,6 ppm (C-
3) e 6 45,82 ppm (C-4), e que em Hs-7, ressonam em & 152,09 e 109,3
ppm, respectivamente, comprovando a presenca de uma dupla ligacédo em
Hs-7. Os demais sinais sdo compativeis com a estrutura 25 proposta.
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Figura 83- Espectro RMN **C de Hs-7 em CDCI; a 100 MHz.
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Figura 84- Espectro DEPT 135° de Hs-7 em CDCl; a 100 MHz.
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3.2.2.2.4 Analise do espectro DEPT 135°de HS-7.

O espectro DEPT 135° (figura 84) apresenta nove sinais acima da
linha base distribuidos em carbonos metinicos e metilicos, e nenhum
carbono metilénico. Pela auséncia de quatro sinais comparado-se com o
espectro total, conclui-se que a estrutura de Hs-7 esta constituida por seis
carbonos quaternarios, uma metila e oito carbonos metinicos.

3.2.2.2.5 Analise do espectro COSY de Hs-7 (44).

O espectro COSY de Hs-7 (figura 85) mostra que a estrutura
apresenta 3 sistemas de spins. Um sistema é formado pelos hidrogénios H-
13 (6 7,09 ppm) e com H-14 (5 2,03 ppm), que se correlacionam entre Si.
Em um outro sistema, o hidrogénio H-6 (& 5,97 ppm) se correlaciona com
H-7 (5 5,58ppm), ndo se correlacionando com H-5, como em allamandina-
A (43). O terceiro sistema de spins ocorre entre H-1 (3 5,50ppm) que se
correlaciona com H-9 (8 3,35 ppm) e este com H-5 (& 3,95 ppm).
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3.2.2.2.6 Anélise do espectro HMQC de Hs-7.

Atraveés do espectro HMQC de Hs-7 (figura 86) ficaram definidas as
correlacbes dos Hidrogénios com seus respectivos carbonos. Foi importante
observar neste espectro a correlacdo do hidrogénio H-3 (5 7,19 ppm) com o
carbono que absorve em & 152,1 ppm, e a ndo correlacdo do carbono que
absorve em 109,3 ppm com nenhum hidrogénio, confirmando a presenca
da dupla ligacédo entre C3 e C4. Demais correlacdes observadas no espectro
estdo em concordancia com a estrutura proposta.
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Figura 86- Espectro HMQC de Hs- 7 em DMSO-dg a 400 MHz.

3.2.2.2.7 Analise do espectro de HMBC de Hs-7.

O espectro HMBC de Hs-7 (figura 87), através de correlacdes via %)
e %J, auxiliou na atribuicdo inequivoca de todos carbonos e hidrogénios da
estrutura. Algumas das correlagcdes mais elucidativas sdo: H-3 (5 7,19 ppm)
com C-5 (5 38,41 ppm) e com C-1 (6 102,2 ppm), H-1 (& 5,50 ppm) com
C-10 (5 80,3 ppm), com C-9 (5 53,67 ppm) e com C-8 (5 104,5 ppm), H-6
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(6 5,97 ppm) com C-5, H-7 (& 5,58 ppm) com C-9. Estas duas ultimas
correlacBes foram Uteis para a confirmacdo da juncdo do anel ciclopenteno
com o anel de 6 membros. H-14 (5 2,03 ppm) se correlaciona com C-11 (6
127,4 ppm) e com C-13 (5 145,2 ppm), confirmando a cadeia lateral com a
dupla ligacdo exociclica ao sistema lactdnico da estrutura. Demais

correlacBes podem ser observadas na estrutura apresentada com o espectro
de HMBC.
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Figura 87- E?pectro HMBC de Hs-7 em CDClI; a 400 MHz.

3.2.2.2.8 Andlise do espectro NOESY de Hs-7 (44).

O espectro NOESY de Hs-7 mostra correlacdes espaciais entre 0s
hidrogénios H-1, H-9 e H-5 de onde se conclui que estes hidrogénios se
encontram em uma relacdo cis. A correlacdo entre H-10 com a metila em
C-14 que é ligada ao carbono olefinico C-13, sugere tratar-se de uma
olefina trans, o que corresponde ao metabdlito plumericina.
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Figura 88- Espectro NOESY de Hs-7 em CDClI; a 400MHz.

Além disso, os deslocamento quimico para H-14 de 2,03 ppm e para
C-14 em 16,0 ppm, concordam que a metila estd em posicdo trans em
relacdo a carbonila C-12. Para a metila estar em posicdo cis a C-12, 0s
deslocamentos quimicos assumiriam valores em campo mais baixo, devido
ao impedimento estérico entre CH3-14 e C-12.

Como esta substancia foi obtida de uma transformacao estrutural de
alamandina-A com a manutencdo da integridade configuracional dos
centros estereogénicos, a estereoquimica dos centros quirais foi proposta
como: R (1u, 51, 9u, 10u).
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Tabela 6 Deslocamentos quimicos de '*H e **C de Hs-7 em CDCl; a 400MHz.
N° SH ppm dC ppm
1 5,50 102,2
2
3 7,19 152,69
4 109,3
5 3,95 38,41
6 5,97 141,06
7 5,58 126,38
8 104,5
o) 3,35 53,67
10 5,03 80,3
11 127,4
12 166,6
13 7,09 145,24
14 2,03 16,04
15 168,15

3,72 51,6
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3.3 Atividade antimicrobiana

Nos Gltimos anos, o grupo de pesquisa em produtos naturais de Santa
Maria (NPPN), tem se preocupado, ndo s6 com o isolamento e a
determinacdo estrutural de metabdlitos secundarios isolados de plantas
medicinais, mas também com a atividade bioldgica destas plantas, atraves
de estudos bioldgicos de extratos brutos, fracdes e dos metabdlitos
purificados. Quando as estruturas apresentam grupos funcionais possiveis
de serem derivatizados, estes sdo modificadas e suas atividades biologicas
determinadas. Atualmente o NPPN-SM possui um laboratorio preparado
para realizar andlises antimicrobianas, principalmente  analise
antibacteriana, suprindo parte da necessidade do grupo em complementar o
trabalho fitoquimico.

Neste trabalho, foram analisados extratos brutos, fragbes neutras,
metabdlitos puros e derivados, obtidos das espécies Humirianthera ampla e
Himatanthus sucuuba. Para isso, foram utilizadas bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Micrococcus luteus), Gram-
negativas (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Salmonella setubal),
e leveduras (Candida albicans e Sacharomyces cerevisae). O metodo
escolhido, por ser o mais desenvolvido no grupo, foi o da bioautografia,
através do qual se pode realizar um "screnning™ primario nos extratos
brutos e fracbes obtidas, e também se observar a quantidade minima
inibitoria dos extratos e dos metabolitos puros ou modificados.

A tabela 7 mostra que o extrato metandlico bruto de H. ampla
apresentou uma atividade fraca (240 ug) contra as bactérias S. aureus, E.
coli e S. epidermidis, e contra a levedura C. albicans Percebe-se, através
dos resultados da tabela, que determinadas modificacdes estruturais mudam
a atividade de uma substancia, ou suprimindo ou potencializando-a. Por
exemplo, o metabdlito annonalida mostrou fraca atividade (240 ug) contra
as duas leveduras utilizadas, enquanto que seu derivado acetilado néo
mostrou nenhuma atividade. Por outro lado, humirianthol (18) e acrenol
(19) apresentaram fraca atividade (240ug) em suas formas nado
derivatizadas contra C. albicans, e foram inativos para S. cerevisae e para
todas as bactérias testadas, enquanto que seus derivados acetilados (35) e
(36), apresentaram uma atividade boa contra as duas cepas de fungos (30-
10 ug), mas foram igualmente inativos para bactérias. Por outro lado, o
derivado cetal do acrenol foi inativo para as duas leveduras, mas mostrou
uma fraca atividade para um tipo de bactéria, a Escherichia coli, na
quantidade de 240 pg. Como as substéncias isoladas ndo foram ativas
contra bactérias, ao contrario do extrato bruto que foi ativo para trés,
possivelmente a (s) substancia (as) responsavel (eis) por esta atividade ndo
tenha (m) sido isolada (s), ou que a atividade do extrato seja consequéncia
de um sinergismo entre varias substancias.



96

Os resultados apresentados na tabela 8 mostram que o0 extrato bruto
de H. Sucuba ¢é ativo apenas para S. epidermidis e S. setubal, enquanto que
0 extrato hexanico mostrou atividade apenas para Escherichia coli e
Pseudomonas aeroginosa. O extrato cloroférmico foi o mais ativo, sendo
ativo para todas as bactérias e fungos utilizados, enquanto que o extrato
acetato de etila, foi ativo apenas para Escherichia coli.

As substancias puras Hs 5 e Hs 7, isoladas da fracdo cloroformica,
foram ativas para a maioria das cepas testadas. Hs 5 foi ativa para todas as
bactérias e inativa para as duas cepas de fungos, enquanto que Hs 7 néo foi
ativa apenas para S. epidermidis. A substancia Ha-2 foi inativa para todas
as cepas. Como Hs-5 e Hs-7 foram isoladas do extrato cloroférmico,
podem ser as responsaveis pela boa atividade desta fragéo.

O teste de letalidade por Artemia salina realizadas com amostras
puras e fragdes tanto da H. ampla e H. sucuuba demonstrou a eficiéncia de
algumas amostras perante 0s ovos eclodidos do pequeno crustaceo.

COoMe
fg?

20 R=H Annonalida Al-1
41 R=Ac Annonalida acetilada.

18 R=H Humirianthol Al-3
35 R=Ac Humirianthol acetilado.

OR OR

32 R=H Plumerideo glicosilado
Ha-2
19 R=H Acrenol Al-4. 39 R=Ac Plum. glic. acetilado
36 R=Ac Acrenol acetilado

42 R=cH; Acrenol cetal.
qcha
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TABELA 7-Atividade antimicrobiana das fragdes, metabdlitos puros e derivados dos metabolitos isolados da espécie

Humirianthera ampla.

Staphyloccus
Aureus

S. epi-
dermidis

Micrococcus
luteus.

Escherichia
coli.

Salmonella
Setubal

Klebsiella
Pneumoniae

Bacillus
Subtillis

Pseudomona
S
Aeroginosa

Candida
albicans.

Sacharomyces
Cerevisae.

Extrato bruto
240ug
Fracdo

cloroférmica
240ug

Annonalida
240ug

Annonalida

acetilada
240ug

Humirianthol
240ug

Humirianthol

acetilado
Acrenol
240ug
Acrenol
acetilado

Acrenol cetal
240ug

Plumerideo

glicosilado
240ug

Plumerideo

glicosilado
Acetilado
240ug

inibiu

inibiu

Inibiu”

inibiu

inibiu

inibiu

inibiu
30pg
inibiu

10pg

inibiu

10pg

10pg

10ug = [ ] minima com a qual ocorreu a inibicéo.
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TABELA 8-Atividade antimicrobiana das fracfes, metabolitos e derivados dos metabdlitos isolados da espécie
Himatanthus sucuuba.

Staphyloccus

Micro

S. epi- Escherichia ~ Salmonella Klebsiella Bacillus  Pseudomo Candida  Sacharomyces
Aureus dermidis  coccus coli. Setabal Pneumoniae  Subtillis nas albicans. Cerevisae.
luteus. Aeroginos
a
Extrato bruto inibiu inibiu - inibiu
240ug
Fragdo hexanica inibiu inibiu inibiu
240ug
Fragdo Inibiu” Inibiu+ jnibi  Inibiu+ inibiu inibiu  inibiu  inibiu  inibiu inibiu
cloroférmica
2401g u
Fragéo acetato inibiu
de etila
240ug
Allamandina A 10png 20ug 20pg 10ug 10pg Inibiu+ 10ug Inibiu+
Hs-5 20ug 20ug
Plumericina 10pg 30ug 40pg 30ug Inibiu+ nibiu+  Inibiu+ 10ug 10png
Hs-7 20ug 20ug  10ug

10ug = [ ] minima com a qual ocorreu a inibicao.



TESTE DE LETALIDADE POR ARTEMIA SALINA (TLAS)

Amostra LCso® T. relativa”
Extrato bruto Humirianthera ampla 112,6 0,2
Fracao cloroférmica H.ampla 277,5 0,1
Al-1 ( Anonnalida) 9,1 2,2
Al-1 acetilado 57,6 0,4
Al-3 (Humirianthol) 11,6 1,7
Al-3 acetilado 11,5 1,7
Al-4 (Acrenol) 16,0 1,2
Al-4 (acetilado) 8,5 2,3
Al-4K (Acrenol cetal) 14,1 1.4
Ha-2(Plumerideo glicosilado) 917,6 0,02
Ha-2 acetilado 349,6 0,04
Ha-1 (Acido glicoplumérico) 494,0 0,03
Extrato bruto Himatanthus sucuuba 189,1 0,08
Fracdo Acetato de etila H. sucuuba 537,1 0,03
Fracdo cloroférmico H. sucuuba 551,5 0,03
Hs-5 (Allamandina A) 42,5 0,46
Hs-7 (Plumericina) 3,9 4,40
Latex da H. sucuuba 210,7 0,10

“ug/mL

"Relativa a solucdo de K,Cr,0; LCso= 19,45ug/mL.
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4 EXPERIMENTAL
4.1 INSTRUMENTOS UTILIZADOS
4.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

As medidas de ressonancia magnética nuclear foram realizadas em
um espectrometro Brucker DPX 400, do departamento de quimica da
Universidade Federal de Santa Maria/RS, que opera a 400 MHz para 'H ¢
100MHz para ">C, em tubos de 5 mm.

Os solventes utilizados para analise das amostras foram cloroféormio
deuterado (CDCl;) e dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d¢). Os
deslocamentos quimicos foram registrados em “ppm” (partes por milhdo)
em relacdo ao TMS (tetrametilsilano 6=0,00 ppm).

4.1.2 Aparelho de Ponto de Fusao
Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho MQRPF-301
digital da Microquimica, com termdmetro ndo aferido.

4.1.3 Polarimetro

As rotacdes oticas (o) foram obtidas em um polarimetro digital Jasco
DIP-1000 (589 nm, linha D de s6dio). As medicdes foram feitas em uma
cubeta de 1 dm de comprimento.

4.1.4 Raio X.
A colecdo de dados foi obtido em um difratometro Nonius Kappa
CCD, do Departamento de Quimica da Universidade de Toronto, Canada.

4.1.5 Infravermelho.

Os espectros de IV foram obtidos em um espectrofotometro
Bruker[FS-28 (DQ-UFSM), com uma janela espectral desde 4000 ate¢
400cm™. As amostras foram preparadas como pastilhas de KBr (2-3 mg da
amostra para 100mg de KBr).

4.1.6 espectrometria de massas.
Os espectros de massas foram realizados em um aparelho Bruker Bio

Apex 70 eV FT-ICR (Bruker Daltonics, USA), do " Institut of Plant
Biochemistry", Halle na der Salle, Alemanha.

4.1.7 Cromatografo gasoso.

As andlises foram realizadas em um cromatdgrafo a gas Varian 388,
equipado com detector FID, e hidrogénio como gas de arraste,operando de
modo split e colunas capilares de silica fundida empacotadas com fases
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quirais e aquirais, como heptaquis-(2,6-O-metil-3-pentil)-B-CD e Se-54,
respectivamente.

4.2 Material e métodos cromatograficos

Cromatografias em coluna e em placas preparativas foram realizadas,
utilizando-se silica gel G (35-70 mesch e 230-400 mesch) como suporte
solido. Cromatografias em camada delgada foram realizadas em placa de
vidro com camada de silica gel 60GF 254, e alumina da Merck.

Para revelar os compostos observados em CCD, foram utilizados os
seguintes métodos: lampada UV 254 e 366 nm (Hereaus), reativo de
Dragendorff modificado segundo Munier e Macheboef®, solugdo de
permanganato de potassio e solucao de acido sulfurico e alcool etilico (10-
90), seguido de aquecimento.

Os reagentes e solventes utilizados foram produtos analiticamente
puros Merck e Reagan. Em certos casos, utilizou-se de técnicas especificas
de purificacdo de solventes, obtendo-se, dessa maneira, produtos com
maior grau de pureza.

4.2.1 SOLVENTES USADOS
-Etanol comercial
-Eter etilico P.A.(Merk)
-Diclorometano P.A.
-Metanol P.A.
-Cloroférmio P.A.(Merk)
-n-Hexano

4.2.2 Reagentes usados
-HCI
-NH;OH
-Anidrido acético
-Piridina

A relagdo a seguir, mostra os principais sistemas de solventes
utilizados
em CCD e CC:
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1.Hexano

2.Hexano, Cloroférmio (2:1)
3.Hexano, Cloroférmio (1:1)

4. Hexano, Cloroférmio (1:2)
5.Cloroférmio

6.Cloroférmio, Metanol (98:2)
7.Cloroférmio, Metanol (95:5)
8.Cloroformio, Metanol (90:10)
9.Cloroférmio, Metanol (80:20)
10.Acetato de etila

11.Acetato de etila/Metanol (99:1)
12.Acetato de etila/Metanol (80:20)
13.Acetato de etila/Metanol (70:30)
14.Metanol

4.3 Material vegetal

Os procedimentos de coleta, secagem, obtencdo dos extratos,
fracionamentos, isolamento e purificagdo de metabdlitos das duas espécies
sao semelhantes. Sao desconsiderados todos os procedimentos de extragcdes
de fragdes acidas e fragdes basicas por ndo apresentarem os resultados
esperados. Portanto, a descricdo dos procedimentos de extragdes por
fracionamento de fases neutras foi desenvolvida para cada uma das duas
espécies conforme fluxogramas (1 ¢ 2).

4.3.1 Coleta do material da espécie Humirianthera ampla

Tubérculos da espécie (20Kg) foram coletados na Fazenda Nova
Olinda no Municipio de Sena Madureira, a 110 Km de Rio Branco (Estado
do Acre), no més de julho de 1997, apos a estagdo chuvosa e inicio da seca.
Os tubérculos, identificados pelo botadnico Marcos Silveira, professor da
UFAC, foram macerados e secados a sombra em uma temperatura sempre
inferior a 50°C, e posteriormente foram triturados a finos graos em moinho
Willey. Apos secagem € moagem, a amostra seca pesou SKg.

4.3.1.1 Extracao

Apds a amostra seca e pesada, iniciou-se a extracdo com alcool
etilico 95%. O extrato etandlico bruto obtido foi devidamente seco e
pesado, obtendo-se 332,45 gramas.

4.3.1.2 Fracionamento neutro do extrato bruto

Sobre extrato etandlico bruto total procedeu-se o fracionamento
neutro com solventes em ordem crescente de polaridade (hexano,
diclorometano,cloroférmio, acetato de etila e butanol), conforme mostra o
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fluxograma 1. Com cada solvente, foram realizadas varias extragdes até o
esgotamento do material solivel (CCD), que foram secos e pesados. Em
seguida, cada extrato foi analisado através de CCD. Os metabolitos
secundarios foram isolados através de técnicas cromatograficas, como a
cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada preparativa.

4.3.1.2.1 Analise da fracido hexanica neutra da Humirianthera ampla.

Esta fracdo (2,45g), ap6s ser solubilizada em metanol, formou um ,
precipitado branco, que apds ser submetido a uma separacdo por CC,
originou um metabdlito puro em CCD (35mg), que foi codificado como
Al-7e que foi identificado como sendo B-amirina (37).

0,
Tubérculos S0°C Material seco Extrato eta-
In natura-20 triturado Etanol nélico bruto-
Kg 5,0Kg 332,45¢
Fragdo cloroformica 340 g
’ Hexano
20-336mg/18-120mg/
19-230mg
. Cloroformio
Acetato de etila
Fragdo acetato
de etila- 1,10g.
38 167mg Butanol Fragio hexanica
32-50mg 2.45m
Fragdo Butandlica 4,10g > &
32- 236mg/ 37— 35mg
Ha-1- 97mg
RESIDUO

Fluxograma 1 — rota de analise fitoquimica dos tubérculos da H. ampla.

4.3.1.2.2 Analise da fracdo cloroformica neutra da Humirianthera
ampla.

Da fracao cloroférmica (3,40g) foram isolados e identificados os trés
metabolitos que ja tinham sido estudadas exaustivamente em uma etapa
anterior. Os tres metabolitos Al-1 annonalida (20)(336mg), AI-3
humirianthol (18)(120mg) e Al-4 acrenol (19)(230mg) foram isolados por
CC wusando silica gel como suporte ¢ um sistema de eluentes de
CHCI;+MeOH com polaridades crescentes (ver sistemas 6,7,8,e9 da pagina
101). Estes metabolitos foram, no trabalho atual, novamente estudados,
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principalmente na determinagdo de suas estereoquimicas e de suas
atividades antimicrobianas. Alguns derivados foram obtidos e estudados.

4.3.1.2.3 Analise da fracao acetato de etila e butandlica de
Humirianthera ampla.

A fracdo acetato de etila (1,10g) foi submetida a uma separacao
através de CC utilizando-se silica gel como suporte sélido e eluente acetato
de etila :MeOH com crescente polaridade. Desta maneira, isolou-se 167 mg
de um metabdlito puro e cristalino, que foi codificado como AI-2, que mais
tarde foi identificado como sendo o sitosterol glicosilado (38), além de 50
mg de um metabolito codificado como Ha-2, que foi identificado como
sendo o plumerideo glicosilado (32).

Da fragdo butandlica, além do plumerideo glicosilado (32) (236mg),
foi isolado o metabdlito codificado como Ha-1 (97,00mg). O Ha-1 foi
isolado apos o procedimento inicial com CC usando silica gel como suporte
e sistema de eluentes de Acetato de etila :Metanol e subsequentemente por
CCD eluindo a placa com um sistema Acetato de etila :Metanol 90:5. Ha-1
¢ soluvel a partir de Acetato de etila :Metanol 90:10.

Da fracao butanolica, além do plumerideo glicosilado (32) (236mg),
foi isolado o metabolito codificado como Ha-1 (97,00mg).

4.3.2 Coleta do material da espécie Himatanthus sucuuba.
As cascas da Himatanthus sucuuba (Woodson) foram coletadas em
1998, a quarenta quildometros distante de Rio Branco, Acre.

50°C Casca seca etanol Extrato eta
Casca verde. triturada. nélico bruto.
5,5Kg 2,6 Kg. 987,36g

Fragdo cloroféormica. 1,90g

Hs-5 128mg

Hs-7 76mg

Hexano

Fragdo acetato de

etila
etila 2,64 mg.

38 212.0mg Butanol Fragio BuOH 3,16¢g
32 178,0mg 32(142,0mg);

Fragdo Hexanica
2,50g.
Hs-4 — 170mg

Fluxograma 2 - rota de analise fitoquimica dos tubérculos da H.
sucuuba.
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No herbario da UFAC (Universidade Federal do Acre) ha a exsicata
com numero 8311; coletado por Irio Ribeiro.
O extrato etanolico bruto obtido foi devidamente seco e pesado obtendo-se
987,36¢, e que foi processado conforme o Fluxograma 2.

4.3.2.1 Analise da fracao hexanica neutra de Himatanthus sucuuba.

Desta fracdo(2,5g), apds purificagdes através de recristalizagdo com
etanol e por cromatografia em placas preparativas, foram isolados os
metabolitos cinamato de a-amirina (27), cinamato de lupeol (28), ¢ acetato
de lupeol (29), ja encontrados na planta em estudos anteriores.***

4.3.2.2 Analise da fracao cloroformica neutra da Himatanthus sucuuba.
Com a fracao cloroférmica (1,90g) foi submetida a CC usando silica
gel como suporte e sistema de eluentes com ordem crescente de polaridade
CHCI; a CHCI;:MeOH(8:2). Desta fracao foram isolados os metabolitos
plumericina (25) (Hs-7) (76mg) e allamandina-A (30) (Hs-5)(128mg).

4.3.2.3 Analise da fracdo acetato de etila e butandlica neutra da
Himatanthus sucuuba.

Na fracdo acetato de etila foi isolado e identificado o sitosterol
glicosilado (38)(212,0mg) e em ambas fracdes formaram um precipitado
cristalino apds adicdo de etanol, que por CCD e posterior purificagdo por
recristalizagdo com metanol, foi identificado o plumerideo glicosilado
(32)(178mg) e (142mg) isolado anteriormente da espécie H. ampla.

4.3.3 Método Horeau.

Em um recipiente de vidro apropriado, colocou-se 20 umol do
respectivo alcool secundario e acrescentou-se 20 umol de anidrido-2-
fenilbutirico racémico e 20 pL de piridina seca. Deixou-se agitando por
uma hora a temperatura ambiente.Apos, adicionou-se 20 ul de agua e
continuou-se agitando a t.a por trinta minutos (hidrélise). Na seqiiéncia,
adicionou-se 500uL de cloroféormio e algumas gotas de etanol/
fenolftaleina, seguido de adicdo de uma soluc¢do de hidréxido de sodio até
obtengdo da cor violeta.Apds agitacdo vigorosa, extraiu-se a fase
cloroformica. Na fase aquosa foram adicionados 500ul de cloroférmio € o
meio foi acidificado com 20 uL de HCI 1 M. No repouso, depois de
vigorosa agitacao, houve separacao das fases e a fase aquosa foi descartada.

O acido racémico contido na fase cloroférmica foi metilado com
diazometano, e posteriormente analisado por CG enantioseletiva.
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4.3.4 Acetilacio de alcoois secundarios e primarios.

Para 0,5 mmol de alcool, foram utilizados 3 mL de piridina ¢ 3 mL
de anidrido acético conforme metodologia j& descrita na literatura®. A
reagdo foi deixada em agitacdo por trés horas, e apos, o residuo foi
solubilizado em cloroféormio e lavado com HCI 2 N. O produto obtido foi
analisado em CCD, em diversos sistemas de solventes.

4.3.5 Metilacao do acido carboxilico.
Para um mmol de acido, foram adicionados 5mmoles de
diazometano, acompanhando-se o final da reacao através de CCD.

4.3.6 Preparacao do diazometano.

Em um baldo de fundo redondo, colocou-se 12g de KOH, 15mL de
agua, 50 mL de metanol e 50 mL de etanol, e em um funil de adicao, 21g
de Diazald © solubilizado em éter dimetilico do etileno glicol e éter etilico.
Aqueceu-se o baldo a 60-70°C e gotejou-se o conteudo do funil de adicéo.
O diazometano foi recebido em um baldo contendo éter etilico resfriado
com gelo seco e acetona. Os residuos foram destruidos com acido acético.

4.4 Informacgoes sobre as substancias estudadas

4.4.1 Dados cristaloquimicos do raio X do humirianthol acetilado.

CpHxO7,  P21212;,  T=150K, a=6.6478(5)A,
b=12.8381(8)A, ¢=23.3409(9)A, V=1992.0(2)A3, Z=4,
Lhax=25.03°, 10310  reflecgdes, 2061  unique
(Rin=0.153), Ri[1>2 «(1)]=5.86%, WR>=14.58%,
configuracdo relativa.

4.4.2 Dados cristaloquimicos do Raio X do acrenol acetilado.

CysH33C130s, P212,2;, T=100K, a=8.0961(8)A, o_f_CH3
b=11.2954(18)A, c=28.684(4)A, V=2623.1(6)A’,
Z=4, [1.,.x=20.06°, 8481 reflec¢des,

2410 unique (Rin=0.132), R[I>2 #«1)]=6.30%, HO"
WR2=16.13%, Flack x=0.17(17), configuragdo absoluta.

4.4.3 B-Amirina.

[0]”pb=-51(c 1 CHCl3); P.F.:212°C; recristaliza em
etanol; estrutura definida através dos dados obtidos
e comparados com a literatura™ (exp.) ;

Dados RMN 'H e "°C vide tabela 1 pagina 28.




4.4.4 B-O-Sitosterol Glicosilado

IV ksry OH=3421,7 ™' P.F.:220°C; recristaliza

em etanol; estrutura definida através dos dados obtidos
e comparados com a literatura®(exp.) ;

Dados RMN 'H e "°C vide tabela 2 pagina 35.

4.4.5 Allamandina-A

Ci6Hi1307; P.M.:322.310; C(59.620)H(5.63%)034.75%);
[a]*p=+20 (c-0,06 Py); [a]*' b= +15(c-0,006 MeOH)
; P.F.:233—2350C; recristaliza com

CHCI; (12mg 0,00048%w/w).(lit.).;
[a]*'p=+11,53(c-0,5157 MeOH); P.F.:235°C (exp.) ;
Dados RMN 'H e "°C vide tabela 5 pagina 83.

4.4.6 Hs-7

Plumericina C;5sH406. P.M.:290,68;

C62.07H 8690373 [0]*°p=+204(c-1. CHCL);
P.F.:212,5-213,5"°C recristaliza com Cg¢Hg ;
Isoplumericina [0]*°b=+216(c-1,01 CHCls);
P.F.:200,5-201,5°C (lit.);

Hs-7 Cs196H (59O @a%) [0.]**p= +197(c-0,286. CHCl5);
P.F.: 199—204OC(EXperimental). Dados RMN 'He *C
vide tabela 6 pagina 94.

4.4.7 Plumerideo glicosilado

Ca1H26012; [0]*°p= -111(c-1. H,0); [a]"®p=-114
(c-0,54. H,0); [a]*' o= -75+3°(c-0,71 MeOH); P.F.:156-
158°C(anidro)(lit.);

[0]* b= -118,73°(c-0,759 MeOH);
P.F.:153+1°C(Experimental). Dados RMN 'H

e 1°C vide tabela 3 pagina 52

4.4.8 (Ha-1) Acido 1B-O-D-glicopiranosilplumérico.

Rf= 0,52 (acetato de etila:metanol, 9:1)[a]*' p= -85+3°
(c-0,71 MeOH); P.F.:196,0+1°C(observado).

107
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4.5 Atividade antimicrobiana

4.5.1 Microorganismos

Utilizaram-se cepas referéncia da American Type Culture Collection
(ATCC), constituidas de microorganismos Gram-positivos e Gram-
negativos e fungos.

GRAM-POSITIVOS
B Staphylococcus aureus ATCC 6538p
B Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
B Micrococcus luteus ATCC 9341
B Bacillus subtilis ATCC

GRAM-NEGATIVOS
B Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
B Escherichia coli ATCC 11103
B Salmonella setubal ATCC 1919
B Pseudomonas aeruginosas ATCC

FUNGOS
B Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601
B Candida albicans ATCC 10231.

4.5.2 Padroes utilizados nos ensaios microbioldgicos

As substancias padroes utilizadas foram os seguintes antibioticos:
Amoxicilina (978,9ug/mg) e Nistatina (2464,38UI/mg), padrdes primarios
da USP, que foram preparados conforme FDA (1991).

4.5.3 Meios de Cultura

Para a manuten¢do das cepas dos microrganismos padrdes foram
feitos repiques a cada 15 dias, em tubos de ensaio com Agar simples e Agar
Sabouraud-dextrose inclinados, para bactérias e fungos respectivamente. A
incubacao deu-se a 37°C por 24 horas. Posteriormente, retirados da estufa e
mantidos & temperatura ambiente at¢ o momento da elaboragdo do
experimento.

B Agar sabouraud

Peptona ....ccoooviiiiiiiii 10,0g
DEXITOSE .vevvviieeeeeeiiiieee ettt eaeee e 40,0g
AGAT-AAT .oeiiiiiiiiiee e 15,0g

Agua destilada ...........cooviveveieieeeeeee s 1000,0mL
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Reidratou-se em 1000,0 mL de agua destilada 65,0g do meio, com
aquecimento até a fusdo do agar. Posteriormente cerca de 5,0 mL foram
distribuidos em tubos de ensaio 16X150mm e esterilizados em autoclave a
120°C por 20 minutos. Apos a esterilizacdo, os tubos foram mantidos
inclinados até a sua solidificacao.

B Agar simples

Caldo NULTIENLE ...eoceevieeeeiiie e 8,0g
AGAT-AGAT oo 15,0g
Aguadestilada ........cccooevviiiiiiiiiie 1000,0mL

O meio foi dissolvido em &agua destilada, e colocado volumes de
5,0mL em tudos de ensaio 16X150 mm, tamponados com algodao e
esterilizados em autoclave a 120°C, durante 15 minutos. ApoOs a
esterilizacdo, os tubos eram mantidos inclinados até a solidificacdo do
meio.

4.5.4 Preparacio dos inoculos bacterianos .

As culturas bacterianas foram semeadas em Caldo de Caseina- Soja.
B Caldo de Caseina-Soja

Caseina tratada por suco pancreatico ..............cccuveennnn. . 17,0g
Farinha de soja por digestdo papainica ............ccccveeeneee. 3,0g
DEXITOSE oeiiiiiiee e 2,5¢g
Fosfato de potassio dibasiCo ........cccceeeveveerciieenieeeiieeenen. 2,5¢g
Cloreto de SOAIO ....cevveeeeiiiieeeiiee e 5,0g
Agua destilada  .coiee s
1000,0mL

4.5.5 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

Para a determinacdo da atividade das amostras em estudo foi
utilizado o seguinte meio de cultura:

B Agar Miieller-Hinton

|
Infuso de Carne .......c.eeeevivieeeeiiieeeieeeee e 300g
Caseina hidrolisada ...........ccccceeveiieeiiieniieeieeee, 17,5g
AMIAO .ot 1,5¢
AGAT-AGAT ..o, 17,0g
Agua destilada ............ooveveeieieieeeeeeeeee e, 1000,0mL

Preparado conforme as instrugdes do fabricante, reidratar 38,0g em
agua destilada, em seguida esterilizar em autoclave por 15 minutos a
120°C.
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4.5.6 Preparacio das suspensoes dos microrganismos (indculos)

Utilizando-se uma alca de platina esterilizada, transferiu-se as
culturas de 24 horas dos microrganismos padroes em d4gar simples
inclinado para tubos de ensaio contendo 5,0mL de uma solugdo salina
estéril padronizada pela escala de Mac Farland (0,5mL de cloreto de bario
0,048M + 99,5mL de acido sulfurico a 1,0%). Obteve-se, assim um indculo
contendo aproximadamente 10° UFC/mL, equivalente a metade da escala 1
de Mac Farland, e denominada de “suspensdo concentrada”.

4.5.7 Determinacio da atividade antimicrobiana pelo Método de
Bioautografia

A atividade antimicrobiana pelo método de Bioautografia foi
realizada de acordo com Hostettmann e colaboradores (1991) e Hamburger
& Hostettmann (1991). Para a concretizacdo deste, utilizou-se placas de
Petri de 10X100 mm de didmetro, onde foram depositadas as
cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 F,s, com as amostras a serem
analisadas. As cromatofolhas foram eluidas em cloroféormio: metanol
(90:10). Em seguida, foram adicionados 10mL do meio de cultura
liquefeito e inoculado com o microrganismo padrao sobre as
cromatofolhas. Apods a solidificagdo do meio, as placas de Petri foram
incubadas a 35°C por 18 horas. Decorrido o periodo de incubagdo, as
cromatofolhas foram reveladas com uma solugdo aquosa de cloreto 2,3,5
trifenil tetrazoleo (20mg/mL), e incubadas a 35°C durante 2-4 horas.
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4.6.Teste de letalidade por Artemia salina

O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina®**-*® tem como base a

habilidade de uma substancia em matar as larvas de Artemia salina criadas
em laboratorio. Este método ¢ considerado como uma ferramenta bastante
eficiente, rapida, simples e barata de avaliagdo preliminar de atividade
farmacoldgica®’. Uma boa correlagio tem sido feita com TLAS na detecgio
de compostos antitumorais®, anti-trypanossomas cruzi® e antimalaricos®.

5.1 Métodologia

Ovos de artemia salina sdo eclodidos em solu¢do de dgua do mar
artificial sob oxigenagdo e iluminacdo. Apos 48 horas formam-se as larvas
do tipo “naupleos”.

Transferem-se 10 a 15 ndupleos para tubos contendo solugdao da
amostra em concentragcoes de 10 a 1000 ppm (ug/mL). Apos 24 horas
observa-se o numero total de sobreviventes e o numero total de ndupleos.
Determina-se a LCs,, concentragdo letal que mata 50 % da populacao total
de animais, pelo método de Probits descrito por Finney®’

As amostras sao consideradas ativas quando TLAS<1000 pg/mL.

LC5<50 pg/mL Alta toxicidade
LCs5<500 pg/mL Média toxicidade

LCs5 <1000 pg/mL Baixa toxicidade
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5. CONCLUSOES

Dos tubérculos da espécie Humirianthera ampla Miers (Icacynaceac)
foram isolados os seguintes metabodlitos secundarios: B-amirina, sitosterol
glicosilado, plumerideo glicosilado, annonalida, humirianthol, acrenol e o
acido 1B-O-B-D-glicopiranosilplumérico.

O metabolito codificado por Ha-1 teve sua estrutura elucidada e
identificado como &cido 1B-O-B-D-glicopiranosilplumérico. Na literatura
consta este metabolito como constituinte da Pluméria rubra porém é um
constituinte novo na Humirianthera ampla.

Da casca da espécie Himatanthus sucuuba Woodson (Apocynaceac)
foram isolados e identificados os seguintes metabdlitos secundarios:
cinamato de a-amirina, cinamato de lupeol, sitosterol glicosilado,
allamandina-A, plumericina, e o plumerideo glicosilado.

Apesar da substancia plumerideo glicosilado ter sido isolado de
outras espécies do género Pluméria, a literatura ndo cita o isolamento deste
metabolito das espécies Humirianthera ampla e Himatanthus sucuuba .

Os metabdlitos humirianthol, acrenol, isolados de Humirianthera
ampla, e allamandina-A ¢ plumericina, isolada de Himathantus sucuba,
tiveram suas estereoquimicas absolutas ou relativas determinadas através
da associagdao de métodos como: método de Horeau, difracdo de Raios-X e
a RMN de 'H, especialmente através da técnica NOESY.

Os hidrogénios e carbonos de todos os metabdlitos isolados foram
inequivocamente identificados, sendo que estes dados, formulados na
forma de tabelas neste trabalho, podem servir de modelos para a atribuicao
de carbonos e hidrogénios de outras estruturas andlogas.

As duas espécies estudadas apresentaram testes positivos quando
analisadas quanto suas possiveis atividades antimicrobianas. Foram
testados extratos brutos, fragdes e substancias isoladas puras. Allamandina-
A e plumericina foram as substincias puras que se mostraram mais
promissoras como substincias antimicrobianas. Além disso, observou-se
que derivatizagdes em algumas estruturas pode, em alguns casos, acentuar
a atividade da substidncia ou mesmo inibir esta atividade. Por exemplo,
acetilacdo dos metabolitos acrenol e humirianthol aumentaram suas
atividades frente aos fungos Candida albicans e Sacharomyces cerevisae.
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