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RESUMO

Este trabalho relata o estudo fitoquimico das espécies: Protium heptaphyllum Macrh,
conhecida popularmente no Brasil como almecegueira, breu-branco-verdadeiro ( Amazdnia ),
almecegueira cheirosa, almecegueira de cheiro, almecegueiro vermelho e almecegueiro bravo
e Protium tenuifolium Engl popularmente conhecida como: breu-terra, copal, copa, chutra.

A analise cromatografica da resina de Protium heptaphyllum levou ao isolamento das
seguintes substancias: p-ment-3-eno-1,2,8-triol ( 25 ), a mistura [ 3-hidroxiursano-12-eno ( 5
) e 3B-hidroxioleano-12-eno (6 ) e ursano-12-eno-3f,16B-diol ( 7 ). Do extrato etandlico do
lenho foi isolada a cumarina 6-metoxi-7-hidroxicumarina ( 17 ). Do hidrolato dos frutos
maduros e verdes foram isolados um flavonodide: quercetina-3-O-ramnosil ( 26 ) e uma
catequina: (-)-epicatequina ( 27 ) respectivamente. J4 do extrato etandlico das folhas foi
isolado o flavonoide quercetina ( 28 ). As substancias 26, 27 e 28 estdo sendo relatadas pela
primeira vez neste género. Ja o composto ( 25) esta sendo reportado pela primeira vez como
um produto natural, existindo registro na literatura somente de sua forma acetilada.

Sucessivos fracionamentos utilizando cromatografia em coluna, cromatografia de
exclusdo e cromatografia flash do extrato etandlico das folhas de Protium tenuifolium resultou
no isolamento de duas substdncias: 1-O-etilglicose ( 29 ) e o flavondide denominado
Campferol-3-O-ramnosil ( 30 ). Do extrato etandlico das cascas isolou-se o glicosideo do f-
sitosterol ( 31 )

Os oOleos essenciais obtidos de diferentes partes das duas espécies foram caracterizados
por CG-MS e avaliadas suas atividades anti-microbianas contra bactérias e fungos,
observando-se significativa atividade. Foram realizados testes de inibicdo da agdo de
acetilcolinesterase.

A mistura de o,f-amirina foi avaliada quanto a sua atividade antiinflamatéria e
antinociceptiva, apresentando uma potente atividade antiinﬂamat.éria.

Em virtude da atividade apresentada pela mistura de o,fB-amirina, alguns derivados
foram preparados, através da utilizagdo de reagdes classicas, como formilago, acetilagdo,
oxidagdo e esterificagdo, com objetivo de avaliar as possiveis atividades dos derivados
obtidos. Fez-se também a determinagdo quantitativa da mistura de o,-amirina presente na

resina, usando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia ( CLAE ).

XXIi



A determinacdo estrutural dos compostos e derivados foi estabelecida com base na
amalise espectroscopica e espectrométrica como: infravermelho, espectrometria de massa,
BMN 'H e C, NOE irradiado e técnicas bidimensionais ( COSY, HMQC e HMBC ) em

comparagdo com dados de compostos analogos com registro na literatura.
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ABSTRACT

This work describes the phytochemistry analysis of Protium heptaphyllum March (
Burseraceae ) popularly known in Brazil as “almecegueira”, “breu-branco verdadeiro”

> &L,

{Amazdnia ), “almecegueira cheirosa”,

33 <L

almecegueira de cheiro”, “almecegeiro vermelho” ,
“almecegeiro bravo” and Protium tenuifolium Engl. ( Burseraceae ) popularly known as
“breu-terra”, “copal”, “copd” and “chutra”. ,

Chromatographic analysis of the resin of Protium heptaphyllum led to the isolation of
the following substances: monoterpene; p-menth-3-ene-1,2,8-triol (25), triterpenes: [ 33-
hidroxy-urs-12-ene (5) e 3B-hidroxy-olean-12-ene (6) ] and the 33,16p3-dihydroxy-urs-12-ene
17). From the ethanol extract of trunks was isolated a cumarin 6-methoxy-7-hidroxycumarin
(17), from hydrolate of mature and green fruits were isolated; a flavonoid: quercetin-3-O-
rhamnosyl (26) and a catequin: (-)-epicatequin (27) and from ethanol extract of leaves a
flavonoid quercetin (28). Substances 26, 27 and 28 are being reported for the first time in this
genus, where as compound (25) are being reported for the first time as natural product.

Successive fractionations were used by column in chromatography , exclusion of
chromatography and flash chromatography of the ethanol extract of leaves of Profium
renuifolium allowed isolation of: 1-O-ethylglucose (29) and the flavonoid kaempferol-3-O-
rhamnosyl (30) and from the ethanol extract of barks J - sitosterol glucosideo (31).

Essential oils obtained from different plant parts of the two species were characterized
by CG-MS and evaluated for their antimicrobial activities against several bacteria and fungi
and showed significant antimicrobial activities. Were realized test for inhibition of
acetylcolinesterase.

The mixture of o,fB-amyrin was examined for their anti-inflammatory and
antinociceptive activities and present a potent anti-inflammatory activity.

In virtue of activities presented by «,fB-amirin, some derivatives were prepared,
through classic reactions, such as: formilation, acetylation, oxidation and sterefication, with
objective of evaluated possible activities. It was done also quantitative determination of the
mixture of o,B-amyrin present in the resin, by High performance liquid chromatography
(HPLC).

Structural defennjnation of the compounds and derivatives was stablished by analysis
spectroscopic and spectrometric as: IV, MS, 'H and BC, NMR including 2D NMR

techniques, and comparison with literature date.
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INTRODUCAO — CAPITULO 01

1. INTRODUCAO

O género Protium é o mais representativo da familia Burseraceae com cerca de 136
especies.

Protium heptaphyllum March ¢ uma arvore de grande porte ( 10 — 20 m ) com
ocorréncia em todo o Brasil em terrenos arenosos, tanto imidos quanto secos, fornecendo
excelente madeira para a construgio civil.'! Popularmente é conhecida como almecegueira,
oreu-branco-verdadeiro (Amazonia), almecegueira cheirosa, almecegueira de cheiro,
simecegueira vermelha e almecegueiro bravo.> Esta planta caracteriza-se pela grande
produgdo de resina oleosa, rica em constituintes triterpénicos da série oleano, ursano e ufano.’

Protium tenuifolium Engl é também uma arvore de grande porte ( 20 —30 m ) com
ocorréncia no Norte de América do Norte ¢ América Central®. Fornece excelente madeira para
& construcdo civil e utensilios domésticos, € também ¢ produtora de resina oleosa.

Estas observagdes induziram a selegio destas espécies visando como meta principal
deste trabalho o isclamento e identificacdo de metabolitos secundarios fixos, e a analise dos
constituintes volateis das espécies e possiveis avalia§6es farmacolégicas.

Pesquisa bibliografica realizada no Chemical Abstract mostrou dois trabalhos
relatando a composi¢do quimica dos oleos essenciais da resina e um trabalho sobre o6leos
essenciais das folhas e caule de Protium heptaphyllum™> © ° 7 No tocante aos estudos
farmacologicos, a literatura registra somente dois trabalhos envolvendo 6leos essenciais da
resina, folhas e frutos.” °® Resultados observados na pesquisa bibliografica mostram diferentes
tipos de substdncias isoladas nas espécies de Protium ( opacum, tenuifolium, unifoliolatum,
Beptaphyllum, crenatum , paniculatum e kleinii ) conforme podé ser visto na ( Tab. 01, Pag.
12).

Os estudos fitoquimicos de Protium heptaphylum e Protium tenuifolium, ainda
considerados muito pequenos, aliados ao grande uso na terapéutica popular como tdnico,
antiinflamatério, antiséptico, etc, nos influenciaram na escolha destas espécies com vista a
acrescentar conhecimentos quimicos dos constituintes fixos e volateis e conhecimentos de
atividades farmacologicas.

O estudo fitoquimico destas duas espécies relata neste trabalho o isolamento e
identificacdo de oito substancias da espécie Protium heptaphyllum: sendo um monoterpeno:

p-ment-3-eno-1,2,8 triol (25); trés triterpenos: [ oi-amirina (5) e B-amirina (6) ] como mistura



2

INTRODUCAO — CAPITULO 01

binéria e Breina (7); uma cumarina: escopoletina (17); dois flavonoides: quercetina (28) e
guercetina-3-O-ramnosil (26) e uma catequina ( 27 ), em acordo com Quadro 01, Pag. 3.
Foram realizados também estudos relacionados a identificagdo dos constituintes volateis dos
oleos essenciais da resina, frutos verdes, frutos maduros, folhas e cascas.

Da espécie Protium tenuifolium isolou-se as substancias: 1-O-etilglicose (29),
Campferol-3-O-ramnosil (30) e B-sitosterol glicolisado (31) conforme Quadro 02, Pag. 4. Os
constituintes volateis dos dleos essenciais dos frutos foram identificados por CG-MS.

A quantidade significativa obtida da mistura dos triterpenos [ o-amirina (5) e B-
amirina (6) ], aliada a atividade farmacologica apresentada, nos motivou a preparagio de uma
série de derivados a partir de transformacbes envolvendo a fungdo oxigenada no C-3. As
reagdes planejadas foram a formagdo de uma cetona e quatro esteres: [ FPHPR-2a (32) e
EPHPR-2b (33) ], [ AMPHPR-2a (33) ¢ AMPHPR-2b (35) ], [ APHPR-2a (36) ¢ APHPR-2b
(37) 1, [ BPHPR-2a (38) e BPHPR-2b (39) ] ¢ [ CPHPR-2a (40) ¢ CPHPR-2b (41) ] conforme
Quadro 03, Pag. 5. Também foi realizada a analise quantitativa por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, da mistura [a-amirina (5) e B-amirina (6) ] presente em quantidade na resina
de Protium heptaphyllum, observando-se a propor¢do de 3 % destes constituintes.

Diferentes técnicas foram utilizadas na céracterizagéo dos constituintes fixos e
volateis, entre estas: Espectometria de massas, Espectroscopia infravermelho, Espectroscopia
de RMN 'H e C envolvendo técnicas bidimensionais como 'H x 'H — COSY, HMQC (
Jeu) e HMBC (e, n=2¢3 ) com detecgdo no canal de hidrogénio e cromatografia gasosa
acoplada a Espectrometria de massa.

Este trabalho estd constituido dos seguintes capitulos: Capitulo 01 — Introduggo.
Capitulo 02 — Consideragdes botanicas. Capitulo 03 — Pesquisa bibliografico dos constituintes
fixos isolados no género, constituintes volateis identificados no género e atividade
farmacolégica de ai-amirina e B-amirina. Capitulo 04 — Determinagdo estrutural. Capitulo 05
— Estudo dos 6leos essenciais. Capitulo 06 — Avaliagdo da atividade Farmacologica dos
oleos essenciais e dos constituintes isolados. Capitulo 07 — Determinagdo quantitativa por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) da mistura [ o-amirina e B-amirina ] na
resina. Capitulo 08 — Parte experimental. Capitulo 09 — ConclusBes e Capitulo 10 —

Constantes fisicas, Dados espectrométricos e espectroscopicos.
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Quadro 01 - Estruturas dos constituintes quimicos isolados de Protium heptaphyllum

(5)-R;=CHs; R,=H
(6)-R1=H;R2=CH3

e o i
HO O (0]

17)
™)
OH
OH
HO 0 \\\\\\‘
“OH
OH
(26) R = raminose (27)

(28)R=H
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02 - Estruturas dos constituintes quimicos isolados de Profium tenuifolium

OH

0 (31)
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Quadro 03 - Estruturas dos derivados preparados a partir da mistura binaria de [ a-

amirina(5) e 3-amirina (6) ]

(32) Rl = CH3 M Rz =H

HCO =)
(33)R;=H; R;=CH;
(36)R;=CH;; R, =H

CH,CO =)
@37 Ri=H;R;=CH;

R —

(B8)Ry=CH;; R,=H

CeHsCO =P

B9 R,=H;R,=CH;

(40)R;=CH; ; R, =H
CH:CH=CHCO ==}
(41) R1=H;R2=CH3

(34) Ry=CH;; R,=H
(35) R] =H H Rz = CH3
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2. CONSIDERACOES BOTANICAS
2.1. Consideracdes botanicas sobre a familia Burseraceae

A familia Burseraceae pertencente a ordem Rutales, bastante rica em espécies
distribuidas em 16 géneros sendo encontrada nas regides tropicais e subtropicais. As mais de
800 espécies conhecidas sdo bastante dispersas ocorrendo na América do Sul, América do
Norte, Africa Tropical, Asia Tropical e nas Antilhas.’

Sdo arvores de pequeno porte ou arbustos, mas algumas espécies podem atingir o
dossel da floresta. A presenca de resina aromatica € encontrada em quase todas as partes da
planta, com cheiro lembrando incenso ou terpenos (breu). Suas folhas sdo alternas e
compostas, geralmente imparipinadas. Os folilios muitas vezes t€ém puvinulo (protium). As
inflorescéncias podem ocorrer como racemos, paniculas ou pseudo-espigas. As flores sdo
unissexuadas e muito pequenas, de cor creme, amareladas ou esverdeadas, raramente
avermelhadas. As flores tem de 3 a 5 sépalas, normalmente unidas, € 3 a 5 pétalas, livres ou
unidas. Os frutos sdo drupaceos, as vezes capsulares, muitas vezes obliquos. O pirénio esté
envolto por polpa de cor branca que se destaca devido & cor vistosa das valvulas ou columela
ou devido & cor preta do pirénio”.

A familia é subdividida em trés tribos, segundo Engler: Proticae, Boswellieae e
Canarieae. A tribo Protieae por sua vez, esta distribuida em quatro géneros: Garuga,
Crepidospermun, Tetragastris e Protium.” Este Gltimo género é o mais representativo, com
cerca de 136 espécies'”.

As espécies em estudo apresentam a seguinte classificagdo boténica:

Classe : Magnoliatae
Sub-Classe : Rosidae
Ordem : Ratales
Familia : Burseraceae
Tribo : Protieae

Género : Protium
Espécie : Heptaphyllum
Espécie : Tenuifolium
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2.2. Consideracdes botanicas sobre a espécie Protium heptaphylium

Protium heptaphyllum ( Amyris ambrosiaca Willd., Icica guanensis T. e PL, L
heptaphylla Aubl., I surenamensis Miq., I. Tacahamaca HBK., P. aromatium Engl.).
Conhecida popularmente como almecegueira, breu-branco-verdadeiro (Amazonia),
almecegueira cheirosa, almecegueira-de-cheiro, almecegueira vermelha e almecegueiro-bravo
com ocorréncia em todo o Brasil, vegetando de preferéncia em terrenos arenosos, tanto secos
quanto imidos. Também pode ser encontrada no Suriname, Colémbia, Venezuela, Argentina
ena India. E uma arvore bastante alta chegando a apresentar até 20 metros de altura ( Fig. 1,
Pag. 9 ), casca cinzenta, pouco espessa, folhas pinnadas, com 2-3 jugos ou raras vezes 4
jugos; possuindo de S a 9 foliolos oblongos, comumente 7 ( dai o nome da espécie ) inteiros,
glabros, de 10cm de comprimentos e Scm de largura ( Fig. 2, Pag. 9 ); flores verdes
amareladas, pequenas, porém abundantissimas e dispostas em paniculas; fruto com drupa
vermelha, de forma ovoide, contendo polpa resinosa e amarela, envolvendo uma semente,
raras vezes mais, chegando até quatro’ . Esta espécie fornece madeira moderadamente pesada
( densidade 0,77g/cm’ ), compacta, décil ao cepilho, bastante elastica e de grande

durabilidade em lugares secos, sendo de qualidade excelente para a construgio civil',

2.3. Consideracdes botanicas sobre a espécie Profium tenuifolium

Conhecida popularmente como breu-terra, copal, copé, chutra, ¢ uma arvore que
alcanga de 20 a 30 metros de altura. O tronco tem raizes tubulares pequenas na base. A sua
casca € de cor marron. O corte em qualquer parte da planta produz um exudado resinoso e
transparente com odor de trementina. As folhas sdo imparipinadas e alternadas, com 5 a 9
foliolos opostos. Os foliolos sdo de forma oblongo-elipticas, com apice acuminado, bordas
inteiras e base arredondada. O fruto é uma capsula com 4 a 5 16bulos, verde, tornando-se roxo
quando maduro, contem 1 a 5 sementes cobertas com polpa branca ( Fig. 3, Pag. 10 ). E

encontrada no Norte da América do Sul e America Central *
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24. Uso na medicina popular e aspectos farmacologicos da espécies Profium

heptaphyllum e Protium tenuifolium

A espécie Protium heptaphyllum, assim como as demais espécies da familia
Burseraceae € produtora de resina oleosa conhecida como breu branco, goma-limdo, etc. A
resina oleosa € obtida pela lesdo do tronco, causada pelo ataque de insetos, secretada de forma
espontdnea ou pela acdo do homem ( Fig. 4, Pag. 10 ). Apresenta-se com consisténcia variavel
e ndo possui composigio simples'’. Sua utilizagio é amplamente difundida, sendo usada na
medicina popular, como tonico, estimulante, doencas de pele, antiséptico, antitumoral,
desinfetante, cicatrizante e no tratamento de tlceras.”>*® E também utilizada na industria de
verniz, tinta, na calafetacdo de embarcagdes e em rituais religiosos (incenso). A casca e as
folhas desta espécie sdo muito reputadas contra as ulceras gangrenosas e as inflamac¢des em
geral®.

Na espécie Protium tenuifolium, a sua resina tem uso na medicina popular, no
tratamento de resfriados, asma, dores de cabecga, tosses e cicatrizagdo de ferimentos. A sua
madeira € utilizada na carpintaria, pisos e utensilios domésticos.

Embora sejam muitos os wusos terapéuticos atribuidos a espécie Profium
heptaphyllum na medicina popular, poucos sdo os estudos farmacologicos com registros na
literatura. Destacando-se somente a atividade cercarecida dos Oleos essenciais das folhas e dos
frutos®. Estudos farmacoldgicos recentes provando o uso do 6leo essencial da resina e das

folhas como anti-inflamatério, antinociceptivo e anti-neoplasico’.
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Figura 2 - P. heptaphyllum March, fotografia ilustrando
folhas e frutos.
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Figura 4 - P. heptaphyllum, fotografia ilustrando a obtengio e coleta
da resina.
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3. PESQUISA BIBLIOGRAFICA

3.1. Pesquisa bibliogrifica dos constituintes quimicos do género Profium com

registro na literatura

Pesquisa bibliografica realizada no Chemical Abstracts, Webofscience.fapesp.br
registra apenas sete espécies do género Profium estudadas, cujos metabdlitos secundarios
identificados pertencem as seguintes classes de compostos: terpenos, cumarinas , lignanas e
esteroides.

Na Tab. 01, Pag. 12, encontram-se os resultados desta pesquisa, mostrando as espécies
estudadas e seus respectivos constituintes isolados e identificados. As estruturas est@o
representadas no Quadro 04, Pag. 13.

Vale ressaltar que apesar das espécies do género Profium ja serem conhecidas ha
bastante tempo, poucos estudos fitoquimicos tem sido realizado com esse género, o que

justifica a importancia do seu estudo.
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Tabela 01 - Constituintes fixos isolados de espécies do género Protium com registros
na literatura

W ST A G T RS BT RN EEE LB LTSI AL R IR T T T T W ST AT ST N IS RS AR T A T T S AR ST SIS AR AN VNS

Substincias Espécies Estrutura Ref.
1278 6metoxicumarina (propacina) |  opacum | 1 | 13,18
(+)-(28,35)-2-(3 ,4 -metilenodioxi-benzil)-3- tenuifolium 2 14
(3,4 -metilenodioxiacetofenona-butirolactona
(-)-para-benzolactona (cubebina) 3 14
9-(1,3-benzodioxol-5-i1)-4,5,6,7- unifoliolatum 4 15
tetrametoxinafto[2,3-C]-furano-1(3H)-ona
3B-hidroxiursano-12-eno (c-amirina) 5 16
3B-hidroxioleano-12-eno (B-amirina) 6 16, 20
ursano-12-eno-33,163-diol (breina) 7 16, 21
oleano-12-eno-3,16B-diol (maniladiol) 8 16
ursano-9(11):12-dieno-33-ol 9 16
oleano-9(11):12-dieno-33-ol 10 16
Acido 3a-hidroxi-tirucalla-7,24-dieno-21-6ico 11 16, 19
Acido 3a-hidroxi-tirucalla-8,24-dieno-21-6ico 12 16
3B,24-diidroxiursano-12-eno 13 17
3-0x0-20S-hidroxitaraxastano heptaphyllum 14 17
33,20S-diidroxitaraxastano 15 17
Eter etilico do acido p-cumarico ' 16 18
6-metoxi-7-hidroxicumarina 17 18
7.8-dihidroxi-6-metoxi-2H-1-benzopiran-2-ona ; 18 18
cleomiscosina A 19 18
j-sitosterol 20 18,20
3-O-B-D-glicopiranosil-f-sitosterol 21 18
Lupeol 22 18
Estigmasterol 23 18, 20
Acido 3, 3,4 —di-O-metilelagico paniculatum 24 20
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Quadro 04 - Estruturas dos constituintes fixos isolados de espécies do género Protium

com registros na literatura

w,

2
?o—-c
Q
o

=
2

=)
==

-
o
~—

“H

(5)R1=CH3;R2=H
(6)Ri=H; R;,=CH3s
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Continuaciio do quadro 04

(9)R1=CH3;R2=H
(10)R;=H; R, CH; L11)

g

(12)
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Continuacio do quadro 04

7
C—OH
H‘c= C\/ CH;0
/O/ >
CH.O HO 0~ ~o
(16) (17)

(20) R=H
(21)R=glicose kL)
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Continuacéio do quadro 04

4y,
1y,
77 \
"y,

(23)
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32 Pesquisa  bibliografica dos constituintes quimicos volateis do género

Protium com registro na literatura

Oleo essencial ¢ o termo usado para definir uma mistura complexa de substdncias
wateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas.??

A sua principal caracteristica € a volatilidade, diferindo-se dos o6leos fixos, mistura de
substancias lipidicas, obtidas normalmente de semente. Uma outra caracteristica importante é
- #roma, sendo, por isso, chamado de esséncia.

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, &lcoois simples e
“erpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, peroxidos, furanos, acidos
“rezEnicos, lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre. Na mistura, tais compostos
woresentam-se em diferentes concentragdes. Numa determinada espécie a concentragdo de
=adz um dos constituintes do 6leo volatil pode variar com o desenvolvimento da planta, com o
“cal, com a hora de coleta, etc. O ambiente no qual a planta se desenvolve e o tipo de cultivo
sambem influem sobre a composi¢do quimica dos Oleos essenciais. Fatores como a
semperatura, a umidade relativa, a duragdo total de exposi¢do ao sol e o regime de ventos
=wercem uma influéneia direta, junto as espécies que possuem estruturas histologicas de
wstocagem na superficie.

Muitas substéncias isoladas de 6leo essencial apresentam atividade farmacologica. E
“mportante ndo confundir as atividades farmacologicas de uma droga vegetal rica em 6leos
wssenciais com as atividades farmacologicas do o6leo isolado da mesma. Também deve-se
“evar em consideragdo que, se € possivel estabelecer a atividade farmacologica de uma
substancia isolada, o mesmo ndo é tdo facil para um o6leo volatil que, além de ser uma mistura
womplexa, pode ter sua composi¢do quimica alterada por varios fatores.

Algumas propriedades farmacologicas, entretanto, estdo relativamente bem
esmzbelecidas e podem servir de exemplo. Ag¢do cuminativa ( anestesia sobre a cérdia ), agdo
wespasmoOdica( relaxagdo da musculatura lisa intestinal ), ag@o estimulante, agdo
cardiovascular ( aumento do ritmo cardiaco e da pressdo arterial ), agdo irritante, agdo
secretolitica, agdo anestésica local, a¢do antiinflamatoria e acdo antiséptica.”*

O género Protium de um modo geral é pouco estudado, apenas treze espécies foram

weto de estudo cientifico envolvendo composi¢do quimica dos 6leos essenciais de acordo
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com os registros da literatura. Na Tab. 02, Pag. 19, encontra-se um resumo desses estudos no
que diz respeito aos constituintes volateis identificados das seguintes espécies: P. paraense
(PPYZ, P. unifoliatum (PUFY**, P. heptaphyllum (PHP)> ™ %5 P. subserratum (PSS)*, P.
strumossum (PS)" ", P. grandifolium (PG)’, P. lewellyni (PL)’ e P. hebtatum (PHT)"?* P.
altsoni (PA)Y?, P. nitidifolium (PNY*", P. spruceanum (PSPY*', P. paniculatum var viedelianum
(PPR)? ¢ P. paniculatum var nova (PPN)?’.
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Tabela 02 - Constituintes quimicos volateis identificados no género Protium com registro na literatura
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1K

= folha; fr=fruto




Continuacio da Tabela 02

Compostos

~_2,5-dimetoxibenzeno

1= i'esinag c= ééﬁle; ca= ééscai fo= f61hé; fr=fruto

Os constituintes encontram-se em ordem crescente de LK
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Compostos
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3.3. Pesquisa bibliografica sobre atividade farmacolégica de o-amirina e B-amirina

com registro na literatura

Triterpenodides s@o metabolitos secundarios ndo-esteroidais presentes na flora terrestre,
marinha e fauna, constituindo-se nos componentes majoritarios em algumas plantas usadas na
medicina tradicional, com ocorréncia na forma livre, bem como na forma de éter, ésteres e
glicosideos. Triterpendides sdo isopentendides compostos de trinta 4tomos de carbono, com
esqueleto aciclico do tipo mo, di, tri, tetra ou pentaciclico. Os triterpendides pentaciclicos sdo
os constituintes dominantes desta classe, e tém sido amplamente investigados, dos quais
fazem parte os compostos o e B - amirina®.

Algumas plantas contém grandes quantidades de triterpendides em seu latex e resinas
cujas fungdes fisiologicas destes compostos é geralmente creditada a sua defesa quimica
contra patogenos e herbivoros.?

A sua grande ocorréncia e diversidade estrutural tem atraido a atengdo quanto a
evolugdo de suas atividades biologicas, como um agente antitumor, anticincer,

antiinflamatério, antiviral e antibacterial. Por exemplo, Ling et al.*

estudaram a relagdo entre
a estrutura quimica e atividade anticdncer de alguns triterpendides pentaciclicos e
tetraciclicos. Embora as aplicagdes destes metabdlitos secundarios com sucesso como agente
terapéutico sejam ainda limitadas, uma extensiva exploragdo das atividades nesta area tem
ocorrido nos tltimos anos.*!

Com relacdo aos triterpendides: o-amirina e [-amirina, a literatura registra alguns

trabalhos quanto as suas atividades farmacolégicas, como mostra a Tab. 03 Pag. 25.
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Tabela 03 - Atividade de

na literatura.

farmacologica o-amirina e [-amirina com registro
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4. DETERMINACAO ESTRUTURAL

4.1. Determinaciio estrutural dos constituintes quimicos fixos isolados de Protium

heptaphyllum

O estudo fitoquimico da espécie Protium heptaphyllum apbds sucessivas
cromatografias nos conduziu ao isolamento das seguintes substancias: na resina PHPR-1
(25), [ PHPR-2a (5) e PHPR-2b (6) ] como uma mistura binaria e PHPR-3 (7); no extrato
etandlico do lenho PHPL-1 (17); no hidrolato do fruto maduro PHPFM-1 (26); no hidrolato
do fruto verde PHPFV-1 (27) e no extrato etandlico das folhas PHPF-1 (28).

4.1.1. Determinacio estrutural de PHPR-1 (25)

O tratamento cromatografico do residuo proveniente do hidrolato da resina forneceu
por elui¢do com AcOEt / metanol ( 4 : 1 ) item 8.5.1, Pag. 153 uma substdncia que
apresentou-se como um solido branco amorfo, solivel em metanol, com faixa de fusdo 137 —
137,8°C e rotag@o oOtica especifica [a]*°p =+2° (¢, 0,2 em CH;0H ).

O espectro de absor¢@o na regido do infravermelho ( Fig. 5, Pag. 30 ) exibiu bandas
em 3293 cm” correspondente a vibragdo de deformagio axial de O-H, em 3217 cm™
caracteristica de vibragdo de deformagio axial de C-H em carbono sp”, em 2928 cm™ tipica
de vibragdo de deformagdo axial de C-H em carbono sp>, em 1458 cm™ relacionada a
vibragdo de deformagio angular no plano de C-H de olefinas, em 1135 cm” correspondente
a vibragdo de deformagdo axial de C-O, além de bandas relativas a deformagdes angulares
fora do plano de C-H em 982 , 960 , 711 cm’! de olefinas *. '

O espectro de RMN °C ( Fig. 6, Pag. 30 ) totalmente desacoplado (BB = Broad
Band) revelou nove linhas espectrais. O sinal de maior intensidade referente aos valores em
8¢ 29,2 e 20,1 corresponde a presenga de dois atomos de carbonos. A comparagdo do
espectro de RMN C (BB) com o espectro de RMN C-DEPT ( Distortioless Enhancement
by Polarization Transfer, ® = 135", onde os sinais de CH, encontram-se em fase oposta a0s

sinais de CH e CH; ( Fig. 7, Pag. 31) permitiu identificar duas linhas espectrais
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correspondentes a dois atomos de carbonos metilénicos em d¢c 24,2 e 34,8 , duas linhas
espectrais na regido de carbonos metilicos, duas linhas espectrais correspondentes a atomos de
carbonos metinicos, sendo uma em &¢ 122,4 tipica de C-sp2 e a outra em &¢ 74,9 de C-sp3
indicativo de carbono oxigenado, trés linhas espectrais de carbonos ndo-hidrogenados, sendo
uma em d¢ 147,1 de C-sp2 e duas em 8¢ 72,6 € 73,0 de C-sp3 oxigenados.

O espectro de RMN 'H ( Fig. 8, Pag. 31 ) revelou um sinal em 8y 1,14 (s) e outro
em &y 1,27 ( s ) tipicos de hidrogénios metilicos, um conjunto de sinais referentes a
hidrogénios metilénicos em &g 1,70 e 1,60 ( 2H, m) e 8y 2,21 ¢ 2,10 (2H, m) e ainda dois
sinais sendo um em 8y 5,58 (1H, m) condizente com hidrogénio de C-sp” e outro em 8 3,90
(1H, m) caracteristico de hidrogénio de carbono carbinoélico.

O conjunto de dados apresentados até aqui, nos permitiu postular para PHPR-1, de
acordo com os dados mostrados na Tab. 4, Pag. 29, a formula molecular C;0H;303 com IDH =
2, o que sugere a presenca de um monoterpeno contendo trés grupos hidroxilas.

As absorc¢des em 8¢ 147,1 e 1224 s@o compativeis com a presenca de uma ligacdo
dupla trissubstituida no esqueleto carbdnico, o que esta em acordo com o espectro de RMN
'H que registrou a presenga de um hidrogénio olefinico em 8 5,58.

A confirmacdo adicional das atribui¢des relativas aos deslocamentos quimicos e da
elucidagdo da estrutura baseou-se no mapa de correlagio homonuclear 'H x "H — COSY ( Fig.
9, Pag. 32 ) que revelou um acoplamento alilico entre o hidrogénio em 6n 5,58 e os
hidrogénios em 8y 2,21 e 2,10 e um acoplamento homoalilico entre o hidrogénio em 8y 3,90
e os hidrogénios em 8y 2,21 e 2,10, sendo estes acoplamento uma confirma¢@o da presenga
de um ligacéo dupla trissubstituida.

No mapa de correlagdo heteronuclear ( HMQC ) a uma ligagdo com detec¢do no
canal de hidrogénio ( Fig. 10, Pag. 32 ) foi possivel associar de forma clara as absorgdes do
hidrogénio em &y 5,58 (1H, m) ao carbono em 8¢ 122,4 e o hidrogénio em &y 3,90 (1H,m)
ao carbono em 8¢ 74,9, além de permitir associar os hidrogénios metilénicos e os hidrogénios
metilicos aos seus respectivos atomos de carbono.

O mapa de correlagdo heteronuclear a longa distancia HMBC ( "Jeu n =2, 3 ) ( Fig.
11, Pag. 33 ) com detec¢do no canal de hidrogénio nos auxiliou quanto as atribuicdes de

deslocamentos dos atomos de carbonos, principalmente dos ndo-hidrogenados.
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Como exemplo observou-se os acoplamentos entre os carbonos ndo-hidrogenados C-4 e C-8
com os hidrogénios metilicos H-9 e H-10, revelou também o acoplamento entre o carbono
ndo-hidrogenado C-1 com os hidrogénios H-2, H-3 e 3H-7, além de outros acoplamentos
conforme dados da Tab. 4, Pag. 29.

A geometria cis observada nas hidroxilas localizadas no C-1 e C-2 foi determinada
através do experimento NOE ( NUCLEAR OVERHAUSER EFECT ), onde observou-se
aumento na intensidade dos sinais dos hidrogénios 3H-7 (8u 1,14 ), Hg-6 (On 1,60 ) e H-3 (
Su 5,58 ) em consequéncia da interagdo com o H-2 (&g 3,90 ) irradiado, como podemos
observar na ( Fig. 12, Pag. 33).

O espectro de massas obtido a 70eV ( Fig. 13, Pag. 34 ) apresentou o pico
correspondente ao ion molecular em m/z 186 daltons (M), justificando a formula molecular
( CioHi303). Os caminhos possiveis de fragmentacio do composto ( PHPR-1 ) no
espectrometro de massas encontram-se no ( Quadro 5, Pag. 35).

Os dados apresentados para a substdncia PHPR-1 nos levaram a concluir que a
mesma tratar-se de um monoterpeno triidroxilado, p-ment-3-eno-1,2 8-triol, confirmado
através da comparagdo dos dados de RMN *C com a sua forma acetilada no C-2 com registro
na literatura* ( Tab. 4, Pag. 29 ). Este composto esta sendo isolado e identificado pela

primeira vez como produto natural.
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Sc 72,6
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Tabela 4 - Dados de RMN 'H e ®C e cormelagdes 'H x °C [ HMQC — 'Jey e HMBC —
"Jeu (n=2en=3)]dePHPR-1 (25) em CD;0D
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Figura 05 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) de PHPR-1
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Figura 07 - Espectro de RMN "°C — DEPT -135° ( 125 HHZ, CD;0D ) de PHPR-1
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Figura:09 - Mapa de correlagdio homonuclear 'H x 'H— COSY (300 MHz,CD;0D) de
PHPR-1
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Figura 10 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x °C a uma ligagdo — HMQC (75 MHz,
CD;0D) de PHPR-1
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Figura 11 - Mapa de correlagio heteronuclear 'H x °C a mais de uma ligagfio - HMBC
(75 MHz, CD;0D) de PHPR-1
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Figura 12 - Espectro de RMN de correlagio  homonuclear por interagdes dipolares (NOE) (300
MHz, CD;0D ) de PHPR-1
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Figura 13 - Espectro de masas de PHPR-1
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Quadro 05 - Possivéis  caminhos de  fragmentagdo  para  PHPR-1(25) no
espectrometro de massa
‘ | 9/0
OH
m/z 168 (4,0%) m/z 150 (5,0%)
+OH C?H4
\ /”\ CHzC =0
H0 m/z 59 (50.0%) m/z 43 (70,0%)

H

___________________
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4.1.2. Determinacio estrutural de [ PHPR-2a ( 5 ) ¢ PHPR-2b ( 6 )]

O tratamento cromatografico da fragdo cloroférmica ( 5,2 g ) da resina forneceu por
eluigdo com AcOEt /Hex (1: 1) item 8.5.3, Pag. 155, uma mistura binaria de substincias,
amorfa, branca, solivel em cloroférmio, com faixa de fusdo 179,5 — 181,0°C, codificada de
[PHPR-2a e PHPR-2b].

O espectro de absorgdo na regido do infravermelho da mistura binaria [ PHPR-2a e
PHPR-2b] ( Fig. 14, Pag. 41 ) exibiu bandas em 3307 ¢m "1 correspondente a vibragdes de
deformagdo axial de O-H, em 1460 cm ' caracteristica de vibragdes de deformagéio angular
de C-H em ciclohexano, em 1383 cm ™ tipica de vibragdes de deformagio angular de C-H de
grupo metilas e em 1035 cm ™ correspondente a vibragdes de deformagio axial de C-O*,

O ntmero de linhas espectrais revelado pelo espectro de RMN C totalmente
desacoplado ( BB = Broad Band ) ( Fig. 15, Pag. 41 ), com auxilio do espectro de RMN C-
DEPT (Distortioless Enhancement by Polarization Transfer, 6 = 135° ( Fig. 16, Pag. 42 ), foi
possivel observar a presenca de dezenove grupos metilénicos, doze grupos metinicos,
dezesseis grupos metilas e treze atomos de carbonos nio-hidrogenados, sugerindo uma
mistura triterpénica.

Os triterpenos  pertencentes as séries urs-12-eno e oleano-12-eno podem ser
distinguidos pela posi¢@o dos deslocamentos quimicos dos C-12 e C-13, onde na série ursano,
C-12 ¢ desprotegido algo em torno de 2 ppm e o C-13 é protegido algo em torno de 5 ppm
com relacdo aos C-12 e C-13 da série oleano. Esta diferenga € atribuida a metila em posigio
equatorial no C-19. Outro carbono que mostra grande diferenca na sua posi¢do na escala de
deslocamento quimico entre as duas séries € o C-18, cuja posig:;io na série oleano esta mais
protegido algo em torno de 11,5 ppm, devido ao efeito protetor da metila axial no C-20 que
apresenta uma disposi¢do y gauche em relagdo ao C-18%%,

Observando-se o espectro de RMN B, conforme dados na Tab. 5, Pag. 39, as
posi¢Bes na escala de deslocamento quimico relativas a quatro linhas espectrais na regido
caracteristica de carbono olefinico, conclui tratar-se de uma mistura binéria de triterpenos
pertencentes as séries urs-12-eno e oleano-12-eno, o que também € confirmada pelos valores

de deslocamento quimico no C-18. A linha espectral em 8¢ 79,1 € caracteristica de carbono
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carbindlico, a sua alta intensidade sugere que a mesma pode ser atribuida a dois atomos de
carbonos reforgando a proposi¢do de uma mistura binaria de triterpenos.

O espectro de RMN 'H ( Fig. 17, Pag. 42 ) mostrou um conjunto de sinais na regido
de 84 0,8 a 2,0 revelando o carater triterpénico da mistura, ja referendada no espectro de
RMN C. Revelou também através da integracio, que o sinal em 8 3,23 (dd, J=10,4Hz e
5,0 Hz) corresponde a um atomo de hidrogénio ligado a carbono carbindlico. Mostrou ainda
por meio do valor da integracdo, a presenc¢a de um atomo de hidrogénio olefinico. O conjunto
de dados apresentados até aqui permitem concluir que a mistura [ PHPR-2a e PHPR-2b ] ¢
constituida das substdncias triterpénicas identificadas como  c«-amirina e [3-amirina,
pertencentes as séries ursano e oleano respectivamente, Pag. 38.

O mapa de correlagio homonuclear 'H x 'H — COSY ( Fig. 18, Pag. 43 )
evidenciou de forma clara os acoplamentos entre o hidrogénio metinico H-12 em &y 5,10 (1H,
£ J=306Hz) de C—sp2 com os hidrogénios metilénicos 2H-11, o acoplamento entre o
hidrogénio metinico H-9 em &y 1,57 (1H) de C-sp’ com os hidrogénios metilénicos 2H-11,
revelou também os acoplamentos axial-axial com J = 10,4 Hz e equatorial-axial com J = 5,0
Hz entre os hidrogénios metilénicos 2H-2 e o hidrogénio metinico H-3, cujas constantes de
acoplamentos sdo compativeis com um anel ciclo hexanico apresentando o hidrogénio no C-
3 na posi¢do axial e a hidroxila na posi¢do equatorial, em acordo com a estrutura dos
compostos o-amirina e -amirina.

O mapa de correlag@o heteronuclear HMQC ( Tew) (Fig. 19, Pag. 43 ) com detecgio
no canal de hidrogénio permitiu associar as absor¢des dos hidrogénios olefinicos e dos
hidrogénios do carbono carbinélico, além de outros conforme Tab. 5, Pag. 39. Ja o mapa de
correlacdo heteronuclear a longa distdncia HMBC ( "Jcm, n =2 e n =3 ) ( Fig. 20, Pag. 44 ) nos
auxiliou nas atribuigdes dos deslocamentos quimicos, revelando além de outros o
acoplamento entre os C-23, C-24 e C-4 com o H-3, conforme‘Tab. 6, Pag. 40. Os dados
apresentados para a PHPR-2a e PHPR-2b levaram a proposi¢do de que a mistura €
constituida das substincias o-amirina e B-amirina com registro na literatura da espécie em

estudo’®,
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dc 124.,4 a-amirina
3y 5,10 (t, J=3,6 Hz)

d¢ 121,7 B-amirina
8y 5,16 (t, J=3,6 Hz)

8¢ 139,6 a-amirina
S¢c 1452 B-amirina

3¢ 79,1
813,22 (dd, J = 10,4 ¢ 5,0 Hz)

(5)-R;=CH; ;R,=H

(6)-Ri=H;R,=CH;
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Tabela 5 - Dados de RMN 'H e ®C de [PHPR-2a (5 ) e PHPR-2b( 6 )] em CDCls
'H x *C-HMQC - Jcu

R T R B L B U M e B0 N 0 B 0 e 8 e ST 0 S 40 e e 0 e

PHPR-2a

B B S R B B B S B B L B L T D P A T L e B P S S i 0 B 30 (0 8 T S 0 5 S S 0 VW B 5 00 e Y v e

C 3¢ &m, J(Hz) dc &m, J(Hz) Ref. 28
“ICH; | 388 1 L66:100 1 386 | 1oe:ies 7 37 | sz
3CHs | 373 " 27,3 - 272 273
3CH | 79,1 | 3,22(dd, J=104¢50) | 79,1 3,23(dd, J=10,4 ¢ 5,0) 79,3 79,0
aC | 388 : 38,8 " 38,7 38,8
5CH | 552 " 55,2 . 552 55,3
6CH, | 18,4 1,60 ; 1,30 18,4 1,60 ; 1,30 18,3 18,5
7CH, | 32,9 : 32,6 " 32,9 32,8
8C | 40,0 = 39,8 2 40,0 38,8
9CH | 47,7 1,57 476 1,53 47,7 477
10C | 36,9 e 36,9 2 36,9 37,6
Yt | 234 - 23,5 . 233 236
12CH | 1244 5,10(t, J=3,6) 121,7 5,16(t, 1=3.6) 1243 1218
13C | 1396 £ 1452 5 139,3 145,1
14C | 42,1 = 41,7 : g 42,0 418
15CH, | 28,1 3 26,1 5 28,7 26,2
16CH, | 26,6 e 26,9 2 26,6 27,0
17C | 33,8 . 32,5 R 37.7 32,5
18CH | 59,1 1,32 472 1,95 58,9 474
19 | 397 1,32 46,8 1,70 ; 1,03 396 46,9
20 | 396 0,92 31,1 . 39,6 31,1
21CH, | 31,3 : 347 2 31,2 34.8
22CH, | 41,5 1,45:1,29 37,1 3 : 41,5 37,2
23CH; | 28,1 2 28,1 2 28,1 28,2
24CH; | 156 5 15,5 . 15,6 15,5
25CH; | 15,7 . 156 : : 156 15,6
26CH; | 16,9 . 16.8 8 16,8 16,9
27CH; | 23,3 1,05(s) 26,0 1,12(s) 233 26,0
28CH; | 288 0,78(s) 284 0,81(s) 28,1 284
29CH; | 17,5 0,77(d) 33,4 = 174 383
30CH; | 21,4 0,91(d, T=6,1) 237 21,3 23,7

NI SR DA KA RGN RIS R

G P G R S il e R g

O L A e N N A R S B A I Sl S e i el (P e A I B T SR B o il 2 e

19CH e 20CH = o.-amirina; 19CH, e 20C = (-amirina
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Tabela 6 - Correlagdes de 'H x “C[HMBC —"Jcg (n=2 e n=3) de PHPR-2a (5)
e PHPR-2b (6 ) em CDCl;

H x ®*C-HMBC-"Jcg(n=2¢3)

gt DL L 2 e = WIS DR N T ST R G WA A SN S s
PHPR-2a PHPR-2b
R 0 P P T R S et "/BL‘)'zk'f T T IS B P T AT LD S S T R B SR S R RS R T L S S R 3

R R [ RO R S YR BF B P S S MR S R RS

A A A D P R R T AT

A R S R R B R B B ST (Y S AR

Mt R i L et B R S Sl S S R el R i e g s R

1 5 H-3 5 H-3
3 5 3H-23; 3H-24 . 3H-23; 3H-24
5 3 3H-23; 3H-24; 3H-25 - 3H-23; 3H-24; 3H-25
9 2 . - H-12

11 H-12 : H-12 -

12 . 5 . -

13 2 3H-27 . 3H-27

14 . H-12 ¥ H-12

18 £ H-12 - g

23 . H-3 4 H-3

24 A H-3 5 H-3

DGR RS R A RS

S g S Aot e S L e g L e s K
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Figura 14 - Espectro de absor¢#io na regifo do infravermelho (KBr) de [ PHPR-2a e PHPR-2b ]
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Figura 16 - Espectro de RMN C-DEPT- 135° ( 125 MHz, CDCl; ) de [ PHPR-2a ¢ PHPR-2b ]
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Figura 17 - Espectro de RMN 'H ( 500 MHz, CDCl; ) de [ PHPR-2a ¢ PHPR-2b ]
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Figura 18 - Mapa de corrclagdo homonuclear 'H x '"H-COSY (300 MHz, CDCl3) de
[ PHPR-2a e PHPR-2b ]
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Figura 19 -Mapa de correlagio heteronuclear 'Hx'C & uma ligagdo — HMQC
: (75 MHz, CDCL ) de [PHPR-2a e PHPR-2b ]
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Figura 20 - Mapa de correlagio heteronuclear 'H x >C a4 mais de uma ligagio — HMBC
(75 MHz,CDCl; ) de [PHPR-2a ePHPR-2b]
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4.1.3. Determinacéo estrutural de PHPR-3 ( 7 )

O tratamento cromatografico da frac¢@o cloroférmica da resina ( 5,2 g ) forneceu por
eluicdo com AcOEt / Hex. ( 1: 1) item 8.5.3, pag. 155, uma substdncia amorfa, branca,
solivel em cloroférmio, com faixa de fusdo 217 - 219°C e rotagho Otica especifica [o]*’p =
+ @1%{ ¢, 0.2 emy CHCIy ).

O espectro de RMN "C totalmente desacoplado (BB = Broad Band ) ( Fig. 21, Pag.
49 ) mostrou trinta linhas espectrais, cuja maioria encontra-se na escala de deslocamento
quimico entre 8¢ 15,6 e 40,0. Ja o espectro de RMN 'H ( Fig. 22, P4g. 49 ) apresentou sete
sinais simples na regido de 8y 0,74 a 2,00 o que revela o carater triterpénico do composto.

Observou-se no espectro de RMN *C dois sinais caracteristicos de C-sp” olefinico em
dc 125,1 e 138,0 compativeis com carbonos com dupla trissubstituida pertencentes a série
urs-12-eno®®, Revelou ainda dois sinais caracteristicos de CH carbindlicos com valores na
escala de deslocamento quimico em d¢ 79,0 e 67,1, que nos levou a postular para PHPR-3 a
estrutura de um  triterpeno pertencente a série ursano diidroxilado. O espectro de RMN “C —
DEPT ( Fig. 23, Pag. 50 ) associado ao espectro de RMN C revelou oito sinais
correspondentes a carbonos metilénicos, oito sinais de carbonos metinicos, sendo um 8¢
125,1 tipico de C-spz, dois sinais de carbonos carbindlicos ( C-sp3) em 8¢ 79,0 e 67,1,
oito sinais de carbonos metilicos, seis sinais referentes a carbonos nio-hidrogenados, dentre
os quais um sinal em 8¢ 138,0 de C-sp’.

O espectro de RMN 'H ( Fig. 22, Pag. 49 ) mostrou ainda um sinal em &y 3,20 ( 1H,
dd, J = 11,3Hz e 5,0Hz) cujos valores das constantes de acoplamento sdo compativeis com
acoplamento axial-axial e equatorial-axial respectivamente, tipico de um sistema ciclo
hexanico. Um sinal em 8y 4,20 (1H, dd, J= 11,4 Hz e 5,1 Hz), cujos valores de J expressam
o acoplamento axial-axial e equatorial-axial respectivamente, caracteristicos de um sistema
ciclohexdnico. As absor¢des em 8¢ 125,1 e 138,0 sdo compativeis com o esqueleto ursano
em acordo com o espectro de RMN "H que registrou a presenca de hidrogénio olefinico em 8y
5,178 (t,J=3,6 Hz ) e com o mapa de correlagdo homonuclear 'H x 'H- COSY ( Fig. 24,
Pag. 50), que revelou os acoplamentos entre H-12 ( olefinico) e 2H-11 ( metilé€nicos) .

Através do mapa de correlagdo heteronuclear HMQC (YJen) ( Fig. 25, Pag. 51) foi

possivel confirmar as atribui¢des de deslocamentos quimicos, permitindo associar de forma
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convincente importantes absor¢des de hidrogénios olefinico em 8y 5,17 (t, J = 3,6 Hz ),
hidrogénio de carbono carbindlico em 84 3,20 (dd,J=11,3Hze5,17Hz ) e dy 4,20 (dd,J
=11,4 Hz e 5,1 Hz ) com os atomos de carbono em 3¢ 125,1 , 79,0 e 67,1 respectivamente,
bem como dos hidrogénios em 6y 1,49 (H-9), 0,71 (H-5,d,J=11,9 Hz e 1,50 (H-18) com
os atomos de carbono em &¢ 46,8 , 55,2 e 60,7 respectivamente, mostrado na Tab. 7, Pag. 48.

O mapa de correlagdo a longa distincia HMBC ( "Jcu, n =2 e n = 3) ( Fig. 26, Pag. 51
) nos auxiliou nas atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono,
principalmente aos ndo-hidrogenados, revelando de forma clara o acoplamento entre o
carbono nao-hidrogenado (C-14) e o carbono hidrogenado (C-18) com H-12, além de outros
acoplamentos, conforme pode ser visto na Tab. 7, Pag. 48. Esta substancia ja foi estudada
nesta espécie’®.

Embora n3o tenhamos apresentado estudo de absor¢do na regido do infravermelho,
como um dado adicional na identificagdo, a literatura registra absor¢des referentes ao
composto em 3333 cm™ caracteristica de vibragdo de deformagdo axial de OH, 2941 em’™
referente a deformagdo axial de C-H, 1036 cm™ tipica de vibragio de deformagdo axial de C-
0, além de absor¢des em 1000 e 675 cm™ .

O conjunto de dados expostos até aqui, segundo a Tab. 7, Pag. 48, comparados aos
dados de RMN registrados na literatura®, permitem concluir que o composto PHPR-3 é um

triterpeno da série ursano identificado como 38,163-diidroxi-urs-12-eno ( breina) Pag. 47.
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8¢ 125,1
8u 5,17 (t, T=3,6 Hz)

3¢ 67,1
(7) 81 4,20 (dd,J=11,4¢ 5,1 Hz)

8¢ 79,0
8u 3,20 (dd, T=11,3 ¢ 5,0 Hz)
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Tabela 7 - Dados de RMN 'H e °C e correlagdes 'H x *C [HMQC — 'Jeye HMBC —
"Jen(n=2en=3)]de PHPR-3(7) em CDCl3

'H x ®*C-HMQC - Jcu 'H x BC-HMBC -"Jcg (n=2¢3)

A S A R O A Y A o R L O e 0 00 0 B U 00 S 0 3 V0 0 28 Bl S s T L (0 1 00 S O D B (B A S e

C 3. 3 J (Hz) Vo Jen Ref. 45

TR R R T B R SR AR N R R S A R B R S T R e R i S B (S SR A W SRR

ICH, | 388 1,63 ;0,98 - 325 | 387
2CH, | 271 1,60 ; 1,20 : : 272
3CH | 790 | 3.20(dd, I=113¢50) ; 3H-23; 3H-24 78.9
sac | 388 A 3H-23; 3H-24; H-5 2H-6 387
5CH | 552 071(d, T=11,9) : 3H-23; 3H-24; 3H-25 | 55,6
6CH, | 183 1,52 ;1,32 ; g 18,9
7CH, | 32,9 1,52:135 ° 3H-26 32,8
8C | 40,0 y 3H-26 3H-27 40,1
ocH | 4638 1,49 = 3H-25; 3H-26 469
10C | 3638 i 3H-25 X 36,1
11CH, | 23,4 1,90 - : 234
12CH | 1251 517(1,7=36) 2H-11 H-18 125,0
13C | 1380 4 : 3H-27; H-16; H-15b | 137,5
14C | 400 . 3H-27,H-156 | H-12; 3H-26; H-18 440
15CH, | 359 1,70 ; 1,30 - 3H-27 35,9
16CH | 67,1 | 420(dd J=11,4¢51) 2H-15 3H-28: H-18 67.0
17c | 470 : 2 . 38,5
18CH | 60,7 1,50 2 3H-28; 3H-29; H-12 60,6
19CH | 39,5 1,32 2 : 395
20CH | 39,5 1,32 - 7 g 39.4
21CH, | 30,5 1,42 124 ’ 3 30,5
22CH, | 352 1,99: 1,05 : 3H-28 351
23CH, | 281 0,98(s) » | H-3;3H-24 28,0
24CH; | 17,6 0,77(s) : H-3; 3H-23 15,5
25CH, | 156 0,91(s) . H-5 15,6
26CH, | 16,9 1,00(s) ; : 16,8
27CH, | 245 1,13(s) : : 24,5
28CH, | 21,9 0,75(s) . H-16 21,9
29CH, | 15,7 0,76(d, T=6,0) : - 17,6
30CH; | 214 0,92 : : 213

T o T O R I O T R B R I M L U i o o B 1 i o 0 8 S I S 0 0 8 5 i 50 T S S 0 S 5 8 0 i 0 . P N0 0 2 0 R e RO S RSt
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Figura 21 - Espectro de RMN C - BB ( 125 MHz, CDCl; ) de PHPR-3
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Figura 23 - Espectro de RMN "°C — DEPT - 135° ( 125 MHz, CDCl; ) de PHPR-3
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Figura 24 - Mapa de correlagio homonuclear 'H x 'H— COSY (300 MHz, CDCl3) de
PHPR-3
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Figura 25 -Mapa de correlagio heteronuclear 'Hx °C a4 uma ligagio — HMQC
(75  MHz, CDCl;3 ) de PHPR-3 '
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Figura 26 - Mapa de correlagio heteronuclear 'H x >C 4 mais de uma ligagdo —- HMBC
(75 MHz, CDCIl3 ) de PHPR-3
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4.1.4. Determinacio estrutural de PHPL-1 (17)

O tratamento cromatografico do extrato etandlico do lenho ( item 8.5.5, Pag. 158 )
forneceu por precipitagdo na fraq:?io cloroférmica uma substancia verde claro, solivel em
DMSO com faixa de fusdo 205 —205,5°C.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho ( Fig. 27, Pag. 55 ) apresentou
uma banda em 3338 cm™ correspondente a vibragdo de deformagdo axial de O-H. revelou
bandas intensas referentes as vibragdes de deformagiio axial de C=0 em 1704 c¢m™ e de C-O
em 1291 cm™ |, confirmando a existéncia de carbonila lactdnica, bandas em 1608, 1565 e
1510 cm™ correspondentes a vibragdes de deformacio axial e em 922 ¢ 862 cm™ de
deformagdes angulares compativeis com a presenca de anel aromatico.

O espectro de RMN "C totalmente desacoplado ( BB = Broad and ) ( Fig. 28, Pag.
55 ) apresentou dez linhas espectrais, uma em d¢ 160,5 referente a um grupamento carbonila
C=0 , uma linha espectral em ¢ 55,9 indicando a presenga do grupo metoxila que de acordo
com o valor da absor¢@o observada € indicativo de metoxila ligada a anel aromatico. As linhas
espectrais localizadas entre 8¢ 102,7 - 151,0 num total de oito sdo referentes a C-sp> de
esqueleto aromatico e olefinico. O espectro de RMN “C — DEPT ( Distortioless
Enhancement by Polarization Transfer, 8 = 135" ) ( Fig. 29, Pag. 56 ) revelou a presenca de
quatro sinais de carbonos metinicos, sendo dois atribuidos a carbonos aromaticos em &c¢
109,6 e 102,6 e dois sinais de carbonos olefinicos em 8¢ 111, 6 e 1443, um sinal em d¢ 55,9
de metoxila ligada a nicleo benzénico e cinco sinais de carbonos ndo-hidrogenados, sendo um
de carbono carbonilico em ¢ 160,9.

O espectro de RMN 'H ( Fig. 30, Pag. 56 ) mostrou quatro sinais na regido de
hidrogénio olefinicos e/ou aromaticos. Os sinais em 6y 6,17 ( 1H, d, J =8,76 Hz ) e 6n 7,85
(1H, d, J = 8,85 Hz ) podem ser atrubuidos a hidrogénios cis em carbonos alfa e beta
insaturados de anel lactdnico, semelhantes a hidrogénios de dupla cis de cumarinas.

Pelas consideracgdes até entfo tecidas e conforme dados ( Tab. 8, Pag. 54 ), pode-se
inferir a existéncia de uma cumarina com dois grupos substituintes ( OH e OCH3 ) no anel
aromatico. O mapa de correlagdo heteronuclear HMQC ( Fig. 31, Pag. 57 ) permitiu associar
de forma clara as absor¢Ges dos hidrogénios aromaticos em du 7,16 (1H, s) e du 6,74 (1H, s)

e dos hidrogénios olefinicos em 8y 6,17 (1H, dJ=28,7 Hz) e 6x 7,85 (1H,
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d,J= 8.8 Hz ) aos carbonos em 8¢ 109,6, 102,7, 111,62 e 144,3 respectivamente. O mapa de
correlagdo heteronuclear a longa distdncia 'H x *C — HMBC ("Jem, n=2en=3) (Fig. 32,
Pag. 57 ) nos auxiliou nas atribui¢cdes dos deslocamentos quimico especialmente dos carbonos
ndo-hidrogenados. Os carbonos ndo-hidrogenados e oxigenados (C-6) e (C-7) acoplam com (
H-5 e H-8 ) confirmando a posi¢éo dos substituintes nestes carbonos. Observou-se também
de forma clara o acoplamento entre o carbono ndo-hidrogenado e oxigenado (C-6) com os
hidrogénios metilicos ( 6u 3,78 ), confirmando a posi¢do da metoxila no anel benzénico. A
Tab. 8, Pag. 54 mostra a correlagdo total de dados obtidos nos espectros de HMQC ¢ HMBC.
Comparagio dos dados fisicos e espectroscopicos com dados analogos da literatura®’,
permitiu-nos deferir PHPL-1 como sendo uma cumarina que foi identificada como 6-metoxi-

7-hidrocumarina, conhecida como escopoletina ja isolada na espécie em estudo’®.
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CH30_ 6.2 1

HO

Oc 1443

817,85 (d, T=8,8 Hz)

0”270

)

5c 111,6

du 6,17 (d, J=8,7Hz)

Tabela 8 - Dados de RMN 'H e C e correlagdes de 'H x °C [ HMQC - 'Jeu ¢ HMBC
~"Jeu (n=2 en=3 )] de PHPL-1 (17 ) em DMSO

T SR

A

i

i.
a s‘?

{3
l
§
g

O W0 3 & »n A~ W N

—
()

CH3O

L S LA

& w

B Y

AR

A A -

TR e

g Bc_ HMQC JCH

ARG €T

dc

g S R S

160,5
111,6
1443
109,6
145,1
151,0
102,7
149,4
110,4
55,9

T R R SO A DS SR T S

5Hs J(Hz)

e

6,17 (d,J= 8,76)
7,85(d, T=8,85)
7,16 (s)

3,78 (s)

l

Sty S E IS

IO A PR S L AT O BRI P AP, S ST P

0 A L T AP S B S S AR

13c HMBC — JCH(n 2en= 3)

O R R R

JCH

H-5
H-8
H-8

H-5; H-4

R S R SRR A LR P

225

Q?N’JCH

L N ST LS AT

H-4

i 2

H-5
H-4
H-8;3H
H-5
H-4 ; H-5
H-3; H-8

A TR R

R T A IS O

Ref. 47

162,7
1116
143,9
110,5
1452
151,2
102,9
149,6
109,1
56,0

R g g B i

Lo R L R

B S TR A IS

S SN S R R S T (P A Rl

AT RS

P et e

R W A



55

DETERMINACAO ESTRUTURAL — CAPITULO 04

Figura 27 - Espectro de absorg#o na regidio do infravermelho (KBr) de PHPL-1
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Figura 29 - Espectro de RMN "°C — DEPT - 135° ( 125 MHz, DMSO ) de PHPL-1

Figura 30 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO ) de PHPL-1
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Figura 31 - Mapa de correlagdo heteronuclear '"Hx®C a uma ligagdo — HMQC
(75 MHz, DMSO) de PHPL-1
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Figura 32 - Mapa de corrclagio heteronuclear 'H x ®C a mais de uma ligagdo — HMBC
(75 MHz, DMSO) de PHPL-1
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4.1.5. Determinacéo estrutural de PHPFM-1 ( 26 )

O tratamento cromatografico da fragdo acetato ( 1,5 g ) proveniente do hidrolato dos
frutos maduros ( item 8.5.7, Pag. 160 ) forneceu por eluicdo com cloroférmio / metanol ( 4 :
1 ) um solido amorfo, amarelo, solivel em metanol, com faixa de fusdo 247 - 248°C e
rotagdio otica especifica [a]p> = -56° (¢, 0,2 em CH;0H).

O espectro de absorg¢do na regido do infravermelho ( Fig. 33, Pag. 62 ) apresentou uma
banda em 3428 cm™ relacionada & vibragdo de deformagdo axial de O-H , uma banda em
1651cm™ correlacionada a deformagdo axial de carbonila C=0. Vibra¢des envolvendo
estiramento C=C de anel aromatico em 1428 e 1606 cm™, e ainda uma absorcdo referente a
vibragio de deformagcio axial de C-O em 1118 cm™.

O espectro de RMN >C — BB (Broad Band ) totalmente desacoplado ( Fig. 34, Pag. 62
) revelou vinte e uma linhas espectrais, cuja multiplicidade dos carbonos foi definida por
comparagdo com o espectro de RMN C — DEPT 135° ( Fig. 35, Pag. 63 ), sendo dez sinais
de carbonos metinicos (CH) dos quais cinco encontram-se na regido de C-sp> que de acordo
com os valores de deslocamento quimico de C*, sugere a presenca de uma unidade de
aglicar na molécula, e cinco na regido de C-sp®. Um sinal de carbono metilico e dez sinais
referentes a carbonos ndo-hidrogenados, onde o sinal em 8¢ 179,8 tipico de carbonila
conjugada, e ainda sinais de carbonos insaturados em d¢c 159,4 e 136,3 permitem sugerir que
PHPFM-1 apresente uma possivel estrutura basica do tipo Ce-Cs-Cs tipica de compostos
flavonoidicos.*®

O espectro de RMN 'H ( Fig. 36, Pag. 63 ) mostrou sinais referentes a dubletos em
du 6,18 (1H,d,J=2,1 Hz); 6y 6,35 (1H,d,J=2,1 Hz); du 7,31 (1H,d,J=1,9 Hz); 0n 6,88
(1H, d, J = 8,50 Hz ) e duplo dubleto em 8y 7,28 (1H, dd, J = 1,9 Hz e 8,50 Hz ), cujos
valores de J caracterizam acoplamentos do tipo orto e meta de.sistema aromatico. Revelou
também sinais relacionados as absor¢des de hidrogénios da unidade de agtcar, inclusive a de
um hidrogénio anomérico em 8y 5,33 (1H, d, J = 1,5 Hz) confirmado no espectro de RMN
A pela absor¢do em &¢ 103,6 , e ainda outras cinco absorgdes entre &¢c 72,0 e 73,4. A
presenca de uma metila em ¢ 17,8 associada ao valor do carbono anomérico em 8¢ 103,6

sugere que a unidade glicosidica seja a da ramnose.

O mapa de correlagio homonuclear '"H x 'H— COSY evidenciou
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os acoplamentos entre os hidrogénios de natureza aromatica, bem como os hidrogénios
pertencentes a unidade de agtcar conforme Fig. 37, Pag. 64.

Baseando-se nos dados até entdo discutidos e analisados pode-se aferir que PHPFM-1
trata-se de um composto flavonico contendo a ramnose como uma unidade de acucar.
Comparagio dos dados de RMN *C com valores da literatura®® mostrados na Tab. 9, Pag. 61
podemos assegurar que se trata do composto quercetina-3-O-raminosil Pag 60. De acordo
com o valor da constante de acoplamento (J = 1,5 Hz) para o hidrogénio ligado ao carbono
anomeérico, vé-se que este encontra-se em posi¢do axial, consequentemente a ramnose
enconta-se o-posicionada.

Através do mapa de correlagio heteronuclear HMQC-'Tcy (Figs. 38 e 39, Pags. 64 e
65 ) respectivamente foi estabelecida a associagdo dos hidrogénios aos atomos de carbonos
correspondentes. A analise detalhada do mapa de correlagdo heteronuclear a longa distancia
HMBC —"Jeg n=2 e n =3 (Figs. 40 e 41, Pags. 65 e 66 ) e (Figs. 42 e 43, Pags. 66 ¢ 67 ),
tornou possivel assinalar inequivocamente as correlagdes a mais de uma ligagdo. O
acoplamento observado entre o carbono ndo-hidrogenado oxigenado (C-3) com o hidrogénio
H-1" (1H, d, T = 1,5 Hz ), confirma a posi¢io da unidade de agucar (ramnose) no esqueleto
flavonoidico. Os resultados das correlagdes encontram-se na Tab. 9, Pag. 61. Mesmo
tratando-se de uma substancia conhecida este é o primeiro relato deste composto nesta

espécie.
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8¢ 103,6
815,33 (d,J=1,5Hz)




¢ 103,6
8 5,33 (d,J=1,5Hz)
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Tabela 9 - Dados de RMN 'H e C e correlagdes 'H x *C [HMQC - 'Jcy ¢ HMBC —
"Jen (n=2 en=3) ] de PHPFM-1 ( 26) em CD;0D

o o e e R —ag o e
g e D P RERAS B e M i T
T8 B ey - oo
3C | 1363 - - H-1" 1344
4C | 179,8 s . & 177,7
5C | 1633 . H-6 - 161,2
6CH | 99,9 6,18(d, T =2,1) = H-8 98,6
7C | 166,0 - H-8; H-6 - 164,0
8CH | 9438 6,35(d, T=2,1) ¥ H-6 93,5
9C | 158,6 - H-8 - 156,4
10C | 106,0 = = H-8; H-6 104,2
1e ) 1931 - 2 H-5 121,0
2CH | 117,0 7,31(d, T =1,9) . H-6 115,4
3C | 1465 , 2 H-2' S5 145,1
4C | 1499 : . HS H-2: H-6 1483
5CH | 116,5 6,88(d, J=8.5) s = 115,8
6CH | 123,0 | 7,28(dd, J=1,9 ¢ 8,5) S H-2' 121,0
1"CH | 103,6 5,33(d, J=1,5) 5 < 101,9
2°CH | 72,0 | 4,19(dd,T=1,5¢3,0) H-1" - H4 70,0
3°CH | 723 | 3,72(dd,7=3,0e9,4) H-2"; H-4" H-1 70,6
4°CH | 73,4 3,32(d, T =9,4) H-3";H-5~ *3H-6~ 71,5
5'CH | 72,1 | 3,40(dq,J=6,0 ¢9,4) H-4" . 70,1

6 CHs | 17,8 0,92(d, J = 6,0) H-5~ H-4~ 17,3
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Figura 33 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho (KBr) de PHPFM-1
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Figura 35 - Espectro de RMN "°C — DEPT - 135° ( 125 MHz, CD;0D ) de PHPFM-1
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Figura 37 - Mapa de correlagio homonuclear 'H x '"H— COSY (300 MHz, CD;0D) de
PHPFM-1
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Figura 38 - Mapa dc  correlagio  heteronuclear 'H x °C 4 uma ligagdio — HMQC
(75 MHz, CD3;0D) de PHPFM-1
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Figura39 - Mapa de correlagio heteronuclear 'Hx °C a uma ligagio — HMQC
(75 MHz, CD3;0D) de PHPFM-1
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Figura 40 - Mapa dc correlagdo heteronuclear '"H x °C 4 mais de uma ligago — HMBC
(75 MHz, CD30D) de PHPFM-1
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Figura 41 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'Hx BC a mais de uma ligagio —- HMBC
(75 MHz, CD3;0D) de PHPFM-1

J JLUL

ob

ppm
T T T
l > Dl‘!l 5!0 4.5 4.0 3.5

Figura 42 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x >C a mais de uma ligagio — HMBC
(75 MHz, CD3;0D) de PHPFM-1

i

L 90

- = —_— &I 100

1105

e

T
pon 6.0 5.5




67

DETERMINACAO ESTRUTURAL — CAPITULO 04

Figura 43 - Mapa de correlagio heteronuclear 'H x BC a4 mais de uma ligagio —- HMBC

(75 MHz, CD3;0D) de PHPFM-1
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4.1.6. Determinacio estrutural de PHPFV-1 ( 27)

O tratamento cromatografico em silica gel da frag@o acetato proveniente do hidrolato
do fruto verde (80 mg ) (item 8.5.9, Pag. 163 ), forneceu por eluicdo com acetato / hexano ( 4
: 1) um solido cristalino, amarelo, solivel em metanol, com faixa de fusdo 229 - 230°C e
rotagdo Gtica especifica [a]p’’ =+ 61° (¢, 0,2 em CH;0H ).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 44, P4g.72 ) mostrou um
banda em 3456 cm™ de vibragdes de deformagio axial de grupo OH, bandas de anel
aromatico em 1622 e 1522 em™ de deformagdes axiais e deformagdes angulares em 863 |
797 e 625 cm™ ; ainda uma banda de vibragdo de deformagdo axial em 1260,6 cm™ de C-O-
L.

O espectro de RMN 3C — BB ( Broad Band ) totalmente desacoplado (Fig. 45, Pag.
72 ) apresentou quinze linhas espectrais: doze das quais encontram-se na regido oc 96,0 a
158,1 caracteristicas de carbonos aromaticos, duas em &¢c 79,9 e 67,6 de carbonos—sp3
oxigenados e um sinal em 8¢ 29,3 de C-sp’. A comparagio dos espectros de RMN C e
DEPT, 6 = 135° (Fig. 46, Pag. 73 ) revelou o padrio de hidrogenagdo dos carbonos: sendo
sete carbonos metinicos (CH) que de acordo com os valores dos deslocamentos quimicos,
cinco sdo C-sp” caracteristicos de anel aromatico e dois de C-sp® oxigenados. Revelou ainda
um carbono metilénico (CH,) e sete carbonos ndo-hidrogenados tipicos de carbonos
aromaticos. O sinal em 8¢ 67,6 (CH) presente no espectro de RMN *C — BB foi atribuido a
carbono carbinélico, cuja anélise do espectro de RMN 'H ( Fig. 47, Pag. 73 ) revelou por
integragdo, que o sinal em du 4,14 & (s) corresponde a um atomo de hidrogénio, sendo entdo
uma hidroxila de 4lcool secundario. Um outro sinal em 8¢ 79,9 caracteristico de C-sp
ligado a atomo de oxigénio também foi detectado. O sinal em d¢ 29,3 presente no espectro de
DEPT, 6 = 135° com fase invertida foi atribuido a um carbono metilénico.

O espectro de RMN 'H (Fig. 47, Pag. 73 ) revelou sinais em &y 5,89 (1H, d, J =22
Hz), 835,92 (1H, d,J=2,2Hz), 846,25 (1H,d,J=1,9Hz), 846,73 (1H,d,J=8,1Hz)e
31 6,77 (1H, dd, J = 8,1 Hz e 1,9 Hz ) tipicos de sistema aromatico, cujos valores de J
representam acoplamentos de natureza orto e meta. Um sinal em g 4,79 (s) e um outro em
314,14 (s), além de sinais em 612,83 (dd,J=168¢e4,6 Hz)e du 2,71 (dd,J=16,8 ¢ 2,8
Hz ) de 2H-4.
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Com os dados de integragio do espectro de RMN 'H e andlise do espectro de RMN
BC e DEPT, 0 = 135° foi possivel propor para PHPFV-1 a formula molecular C;sH;40s, com
IDH=09.

O mapa de correlagio homonuclear "H x 'H— COSY (Fig. 48, Pag. 74 ) revelou de
forma clara os acoplamentos entre os hidrogénios (H-3) em 84,14 & (s) com os hidrogénios
(H-2) em 31 4,79 e (2H-4) em 612,83 (dd,J=16,8 Hze 4,6 Hz) e 852,71 (dd, ] = 16,8 Hz
e2.8Hz).

O mapa de correlagdo heteronuclear HMQC - 'Jey (Fig. 49, Pag. 74) permitiu
associar as absor¢des dos hidrogénios metilénicos em 842,83 (dd,J=16,8 Hze 4,6 Hz) e
2,71 6 (dd, J=16,8 Hz e 2,8 Hz ) ao carbono localizado em 8¢ 29,3, bem como os hidrogénios
em On 4,79 (s) e du 4,14 § (s) aos carbonos em 8¢ 79,9, 67,6 respectivamente. Associou-se
ainda os hidrogénios aromaticos com valores em 6y 5,89 (d,J=22Hz ), 855,92 (d,J=2.2
Hz ), 81 6,95 (d,J=19Hz), 846,73 (d,J=8,1Hz ) e 816,77 (dd,T=8,1 Hze 1,9 Hz)
aos carbonos em J¢ 96,5 , 96,0 , 1154 , 116,0 e 119,5 respectivamente, confirmando as
atribui¢tes de deslocamentos quimicos, conforme Tab. 10, Pag. 71.

J& o mapa de correlac@o heterronuclear a longa distdncia HMBC —"Jecg (n=2en=3
) ( Figs. 50 e 51, Pag. 75 ) e (Figs. 52 e 53, Pag. 76 ) auxiliou nas atribuigdes de
deslocamentos quimicos, em especial aos carbonos nio-hidrogenados oxigenados. Revelou os
acoplamentos a duas e trés ligagdes de (H-2 ) com C-3 e C-4, (H-3 ) com C-2 e C-4 e ( 2H-
4) com C-2, C-3 e C-5. A disting@o entre sinais referentes aos carbonos aromaticos também
foi estabelecida conforme dados da Tab. 10, Pag. 71. A analise e comparac¢do dos dados de
BC ( Tab. 10, Pag. 71 )* e dados fisicos ( ponto de fus@o e rotac@io Otica especifica ) com
valores da literatura confirmam a estrutura da (-)-epicatequina para PHPFV-1 ( Pag. 70 ),

relatada pela primeira vez neste género.
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d¢c 79,9
ou 4,79

8¢ 67,6
5w 4,18

8¢ 29,3
542,83 (dd, T= 16,8 ¢ 4,6 Hz )
812,71 (dd, T= 16,8 ¢ 2,8 Hz)




3¢ 79,9
Sy 4,79

85 67,6
5r 4,18

8¢ 29,3
512,83 (dd, T=16,8e 4,6 Hz)
812,71 (dd, T= 16,8 ¢ 2,8 Hz )




71

DETERMINACAO ESTRUTURAL- CAPITULO 04

Tabela 10 - Dados de 'H e “C e correlagdes 'H x C [ HMQC - 'Jcx ¢ HMBC —"Jcx (
n=2en=3)]de PHPFV-1 (27 )em CD;0OD

O A T VO 0 O 0 S 7 e 0, B (i 2 B T T T 0 O A L e B A7 0 T L S T M i a0

"H x BC-HMQC Jcn H x BC-HMBC "“Jcu

B R T B T i B I B S T R T R T T U B T T T T L o S T A T T e A T L S T ST T T L N e T i ™
C dc on,J (Hz) J Jcn Ref. 49
B A T T Bl 0 LA s 0 S i 0 B S VB B S s P 0 0 0 oot OS5 S A0 G OV L 0 0 N 500 R 0 0 0 300 A0 VL 0 8 e

2CH | 799 4,79(s) H-3 H-6 ; 2H-4 78,1
3CH | 67,6 4,18(s) 2H-4; H-2 H-2 65,1
293 | 2,83(dd,J=16,8 e 4.6) 28,0
4CH, H-3 H-2
: 2,71(dd,J=16,8 e 2,8)
5C | 1577 2 H-6 2H-4 156,4

6CH | 96,5 5,89(d, 1=2,2) = H-8 95,6
| 1575 5 H-6; H-8 = 156,3
8CH | 96,0 5,92(d, 7=2,2) 3 H-6 94,5
9C | 158,1 = H-8 2H-4 155,7
10C | 100,2 - . « 98,8
Ic { 1324 £ H-2;H-6 H-5; H-3 130,7
2CH | 1154 6,95(d, J=1,9) -~ H6,H2 | 1181
3C | 146,0 - H-2' H-5 1444
4C | 1459 A H-5 H-2 144,5
5CH | 116,0 6,73(d, T=8,1) H-6 = 115,0
6’CH | 119,5 | 6,77(dd,J=8,1 e 1,9) H-5 H-2' 118,1

TR S A B IR TR S S SR BTSSP N R S S S RSB T N SRS SR S S S S WSS AN AN ST SIS O
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Figura 44 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho (KBr) de PHPFV-1
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Figura 46 - Espectro de RMN C — DEPT - 135° ( 125 MHz, CD;0D ) de PHPFV-1
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Figura 47 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;OD ) de PHPFV-1
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Figura 48 - Mapa dc correlagdo homonuclear 'H x '"H- COSY (300 MHz, CD;0D) de
PHPFV-1
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Figura 49 - Mapa de correlagio heteronuclear 'H x *C a uma ligagio — HMQC
(75 MHz, CD;0D ) de PHPFV-1
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Figura'50 — Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x BC a mais de uma ligagdio HMBC
(75 MHz, CD30D ) de PHPFV-1
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Figura 51 —Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x ?C 4 mais de uma ligagio —- HMBC
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igura 52 - Mapa de correlagio heteronuclear 'H x BC a4 mais de uma ligagio —- HMBC
: (75 MHz, CD3;0D ) de PHPFV-1
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Figura 53 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x °C a mais de uma ligagio — HMBC
(75 MHz, CD5;0D ) de PHPFV-1
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4.1.7. Determinacio estrutural de PHPF-1 ( 28)

O tratamento cromatografico em silica gel da fragdo AcOEt (2,8g ) EEFA proveniente
do extrato etandlico das folhas, forneceu por eluigdo em acetato (item. 8.5.11, Pag. 165)
um sélido amorfo, amarelo, solivel em acetona, com faixa de fusdo 232 — 234°C, codificado
de PHPF-1.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 54, Pag. 80), apresentou
uma banda em 3402 cm™ caracteristica de vibragdo de deformagdo axial de O-H, uma banda
em 1662 cm™ referente a carbonila C=0, revelou ainda bandas em 161 1, 1521, 1460 e 826
cm™ indicativo da presenca de anel aromatico e uma banda em 1168 2cm™ tipica de vibragdo
com deformag@o axial de C-O.

O espectro de RMN C — BB (Broad Band) totalmente desacoplado ( Fig. 55, Pag.
80) mostrou um total de quinze linhas espectrais, sendo que uma em Jd¢ 176,5 foi associada a
presenca de carbonila conjugada, e as quatorze linhas restantes foram relacionadas a carbonos
sp”. O estudo comparativo dos espectros de RMN *C — BB e RMN °C — DEPT, 0 = 135
(Fig. 56, Pag. 81 ) revelou a presenga de cinco carbonos metinicos (CH) e dez carbonos néo-
hidrogenados, incluindo o carbono carbonilico. Dentre estes, sete sdo oxigenados com valores
de deslocamentos quimicos em 8¢ 164,9 , 162,1, 1483, 145,8 e 136,7, associados de acordo
com regras empiricas para deslocamento quimico de “C, bem como com padrdes com
registros na literatura®.

De acordo com os dados obtidos foi possivel atribuir para PHPF-1 a férmula
molecular C;5H;007 apresentando um indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a onze,
justificado pela presenca de ligagdes duplas carbono-carbono, uma ligagio dupla carbono-
oxigénio e de trés anéis. Estes dados sugerem que PHPF-1 € um flavonoide.

O espectro de RMN 'H (Fig. 57, Pag. 81) revelou a presenca de sinais de hidrogénios
aromaticos com valores na escala de deslocamento quimico em 8y 6,50 (1H, d, J = 1,9 Hz), dn
6,23 (1H,dJ=19Hz), 657,79 1H,d,J=2,1Hz) edu 6,966 (1H,d,J=8,6 Hz ) e um
duplo dubleto posicionado em &y 7,67 (1H, dd, J = 8,6 Hz e 2,1 Hz ), além do sinal em 6
12,15 3 (s) referente a hidroxila quelada conforme valores mostrados na Tab. 11, Pag. 79. O
acoplamento de dois hidrogénios meta posicionados sugeriu a presenga de um anel

dissubstituido nas posi¢des 5 e 7, em acordo com a presenca da hidroxila quelada. No anel C,
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o0 padrdo de desdobramento de dois hidrogénios or7o, sendo um deles com acoplamento orto e
meta, leva a supor que existem também dois grupos hidroxilas no anel e que estes estdo orto
posicionados. De acordo com o padrio de acoplamento revelado pelo espectro de RMN 'H,
confirma-se o carater heptaoxigenado ja revelado pelo espectro de RMN C, ja que cinco das
substitui¢cdes foram atribuidas a presenca de hidroxilas e as outras duas a um éter ciclico.

Os valores de deslocamentos quimicos de °C de PHPF-1 mostram-se semelhantes
aqueles registrados para PHPFM-1, exceto as absor¢des referentes a unidade de agucar,
ausentes neste caso.

Fundamentado nos dados discutidos, juntamente com a presenga de um sinal em 8¢
136,7 que representa o carbono quaternario idéntico ao C-3 da quercetina registrado na
literatura®, conforme Tab. 11, Pag. 79, foi proposto para PHPF-1 a estrutura compativel

com a quercetina, Pag. 79 a qual esta sendo relatada pela primeira vez neste género.
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Tabela 11 - Dados de RMN 'H e “C e correlagdes '"H x *C [ HMQC - 'Jcy ¢ HMBC
— "Jeu (n=2en=3)] de PHPF-1 (28 ) em ( CD3),CO)

H x B¢ - HlVIQC—lJCH

T R o S R R D O B O T S B I R o T S B T T (T il S i B P 5 2 R0 0 S vl A 0 305 2030 3 S il R
T ] BT T T A T B S S SR B R R S S S S SR s R R I R T A R S L B B L e

'146,9 . 146,9
136,7 : 135,5
176,5 2 175,8
162,1 - 160,7
99,1 6,23 (d,7=1,9) 98,2
164,9 . 163,9
945 6,50 (d,J=1,9) 93,3
157,8 . 156,2
104,1 s 103,1
123,8 " : 122,1
115,7 17908 7=2.1) 115,3
145,8 £ 145,0
148,3 : 147,6
116,2 6,96 (d,1=8,6) 115,6
121,5 7,67 (dd, J=8,6€2,1) 120,0
B 8 12,15 (s )
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Figura 54 - Espectro dc absorgdo na regifio do infravermelho (KBr) de PHPF-1
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Figura 56 - Espectro de RMN '°C — DEPT - 135° ( 125 MHz, CD3COCDj3 ) de PHPF-1

Figura 57 - Espectro de RMN 'H ( 125 MHz, CD3;COCD; ) de PHPF-1
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4.2. Determinacio estrutural dos constituintes quimicos fixos isolados de Protium

tenuifolium

O estudo fitoquimico da espécie Protium tenuifolium nos levou ao isolamento das
seguintes substancias: na resina, o-amirina e -amirina como uma mistura binaria, ja isolada
na resina de Protium heptaphyllum ( item 8.5.3, Pag. 155 ) e codificada de [PHPR-2a e
PHPR-2b]. A identificacdo comprovando a existéncia da mesma mistura foi estabelecida
através da comparagdo em CCD e dados de (IV) e RMN 'H e "C. Do extrato etandlico das
folhas PTF-1 ( 29 ), PTF-2 (30) e PTF-3, sendo esta ultima ja isolada do hidrolato do fruto
maduro de Protium heptaphyllum ( item 8.5.7, Pag 160 ) codificada de PHPFM-1. Andlise
comparativa em CCD e dados de (IV) e RMN '"H e "C nos revelaram ser a mesma

substédncia. Do extrato etandlico das cascas foi obtido PTC-1 (31 ).
4.2.1. Determinacio estrutural de PTF-1 (29 )

A substancia codificada de PTF-1 isolada da fragdo metanolica das folhas (3,0 g) por
meio de sucessivas cromatografias em coluna de silica gel e coluna flash (item 8.6.3, Pag.
169), apresentou-se como um material viscoso, amarelo claro, solivel em metanol, com
rotagdo dtica especifica [o]p’’ =—36° (¢, 0,2 em CH;OH).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 58, Pag. 85) apresentou uma
banda larga e intensa em 3505 cm™ referente a vibragdo de deformagio axial de OH, bandas
em 1076 e 1038 cm™ de deformacdo axial de C-O.

O espectro de RMN “C-BB totalmente desacoplado ( Broad Band ) de PTF-1 ( Fig.
59, Pag. 85 ), registrou um total de oito linhas espectrais. Sete linhas na regido de C-sp’
ligados a atomos de oxigénio em acordo com a escala de desloce;mento quimico®, sendo dois
carbonos metilénicos e cinco carbonos metinicos, e ainda um carbono metilico em d¢ 15,7.
Esta analise tornou-se possivel apos a comparagdo dos dados obtidos a partir dos espectros de
DEPT 135° (Fig. 60, Pag. 86) com o espectro de RMN C — BB.

O espectro de RMN 'H ( Fig. 61, Pag. 86) registrou um dubleto em 854,28 (1H, d,
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=7,77 Hz ) de hidrogénfo anomérico, o qual é confirmado pelo espectro de RMN °C através
da absor¢do em 8¢ 104,1. Um duplo dubleto em &y 3,18 (1H, dd, J = 8,23 e 8,65 Hz), um
tripleto em 8y 3,36 (1H, t, J = 8,58 Hz ). Mostrou ainda outro tripleto em 853,30 (1H,t, J=
10,86 Hz), um multipleto em 853,28 ( 1 H_ m ), dois duplos dubletos em 3,88 ( 1H, dd, J =
12,37 ¢ 2,04 Hz ) e 3,68 (1H, dd, J = 11,87 e 5,45 Hz) que podem ser atribuidos aos
hidrogénios de um grupo metilénico de uma unidade de glicose, dois duplos quartetos em
3,63 (1H,dq, J=9,54 ¢ 7,08 Hz ) € 3,97 ( 1H, dq, J = 9,55 e 6,88 Hz ) referentes aos
hidrogénios do C-7, além de um duplo dubleto em oy 1,24 referente a hidrogénio metilico.

Os dados apresentados pelos espectros de RMN *C e RMN 'H, conforme Tab. 12,
Pag. 84, em conjunto com o espectro de RMN C DEPT-135° sio condizentes com o
composto 1-O-etilglicose de formula molecular CsHi606 , que pode ser considerado um
artefato de glicose.

A total confirmacgdo da estrutura foi estabelecida através da comparagdo de dados de
BC com dados da literatura™ ( Tab. 12, P4g. 84 ), bem como com a analise dos dados do
mapa de correlagio homonuclear 'H x 'H — COSY ( Fig. 62, Pag. 87 ) que mostrou
acoplamentos entre os hidrogénios H-7 (&g 3,97) ¢ H-8 (8u 1,24) e entre o hidrogénio
anomérico H-1 (0y 4,28 ) e H-2 (8 3,18 ) de forma clara e convincente.

O mapa de correlagdo heteronuclear a uma ligagio HMQC ( Fig. 63, Pag. 87 ) nos
permitiu atribuir as absor¢des de todos os hidrogénios presentes aos seus respectivos atomos
de carbonos, como podemos ver na Tab. 12, Pag. 84. Ja o mapa de correlag@o heteronuclear a
longa distancia HMBC "Jcg (n=2 e n =3 ) ( Fig. 64. Pag. 88 ) nos mostrou os acoplamentos
entre o carbono anomérico (C-1) em 8¢ 104,05 com H-2, 2H-7 além de outros, auxiliando nas
atribui¢des dos deslocamentos quimicos dos carbonos e especialmente aos ndo-hidrogenados.
O acoplamento entre (C-1) em 8¢ 104,05 com 2H-7 em 813,63 e 3,97, confirma a presenca
e a localizag@o do grupo etil. A posi¢cdo equatorial do grupo etil é justificada pelo valor da
constante de acoplamento ( Jaxiiaxi = 7,77 Hz ) do hidrogénio anomérico em 0y 4,28 com o

H-2 em 3y 3,18 . As atribui¢gdes de HMBC encontram-se na Tab. 12, Pag. 84.
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dc 62,8
Ou 3,88( H,, dd J=12,37 € 2,04 Hz)
Ow 3.68( Hn. dd. J=11.87 e 5.45 Hz) Sc 104,0

8u 4,28 (1H, d, J = 7,77 Hz)

Tabela 12 - Dados de RMN 'H e C e correlagdes 'H x ®C [ HMQC — 'Je e HMBC
—"Jcu (n=2en=3)] de PTF-1 (29) em CD;0D

A R S D A AT S TR G A D T e T i T A N L ,c,—.-» w2

H x 13(: -HMQC A en H x ‘36 s HMisc ‘:'3;{(:; =Ee8)
Fe | ae | e Ehw 0 L TReLAL
b1 | 1040 | 428(1B.dI=777) | B2 | 1039
2 | 751 3,18 (1H, dd, = 823 ¢8,65) i 74,7
3| 781 336 (1H,t,T=8.58) H-2: H-4 77.9
4 | 717 3,30 (1H, £, T = 10,86 ) H-5: H-3 71,4
5 | 719 328 (1H, m) 2H-6.H4 |  H-I 777
o | g | PBOHEIZ1237e200) g _ e
3,68 (1H dd,J= 11,87 ¢ 5,45) :
il i 3,63 (1H, dq, J= 9,54 ¢ 7,08 s r o
3,97 (1H, dq, J=9,55 ¢ 6,88 )
8 | 157 124 GH, dd,1=690) 2H-7 : 154

B P L L S TR LIt L S A T B T e U R T 0 A L e B s R S L L s PO Y S 0 2P A0 GV OO A T WOy I A 5 22458
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Figura 58 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho (KBr) de PTF-1
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Figura 60 - Espectro de RMN "°C — DEPT - 135° ( 125 MHz, CD;0D ) de PTF-1
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Figura 62 - Mapa de correlagio homonuclear 'H x '"H— COSY (300 MHz, CD;0D ) de
PTF-1
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Figura 64 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'Hx ®C a mais de uma ligagio - HMBC
(75 MHz, CD;0D ) de PTF-1
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4.2.2. Determinacio estrutural de PTF-2 (30 )

A fragdo AcOEt ( 0,7g ) proveniente do extrato etandlico das folhas item 8.6.4. pag.
169, foi submetida a cromatografia em coluna sephadex, por eluigdo em metanol e
posteriormente em coluna flash em silica gel que forneceu por eluigdo em AcOEt :
cloroféormio (5%) um solido amorfo amarelo, solivel em metanol, com faixa de fusdo 172 -
174°C que foi codificado de PTF-2.

O seu espectro de absor¢do na regido do infravermelho ( Fig. 65, Pag. 93 ) apresentou
uma banda intensa em 3412 cm™ de vibragdo de deformagdo axial de O-H, uma banda em
1647 cm™ caracteristica de estiramento C=0 de carbonila. Vibragdes envolvendo estiramento
C=C de anel aromatico em 1509' e 1454 cm™, e ainda absorcio referente a vibragdo de
deformacdo axial de C-O em 1177 cm™.

O espectro de RMN *C — BB ( Broad Band ) totalmente desacoplado ( Fig. 66, Pag.
93) revelou dezenove linhas espectrais. As intensidades relativamente altas das linhas
espectrais com valores de 8¢ 116,7 e 132,0 sugerem que cada linha espectral possa ser
atribuida a dois atomos de carbono. A composi¢éo de cada atomo de carbono foi definida por
comparacdo do espectro de RMN C com o espectro DEPT 135° ( Fig. 67, Pag. 94 ). A partir
desta analise pode-se identificar nove sinais de carbonos metinicos (CH) dos quais cinco
alifaticos ligados a oxigénio que de acordo com suas posi¢cdes na escala de deslocamento
quimico, sugere a presenga de uma unidade de aglcar na molécula, e quatro sinais na regido
de C-sp®, sendo que dois sinais correspondem a quatro atomos de carbonos, justificado pelas
altas intensidades, tipicos de um anel aromatico. A presenga ainda de sinal de carbono
metilico e nove sinais de carbonos ndo-hidrogenados, onde o sinal em 8¢ 179,6 tipico de
carbonila conjugada, e ainda sinais na regido em ¢ 159,31 e 136,30 nos levou a propor para
PTF-2 uma possivel estrutura basica do tipo Cs-C3-Cs tipica de coinpostos flavonoidicos.*

O espectro de RMN 'H ( Fig. 68, Pag. 94 ) mostrou sinais referentes a dubletos em &g
6,18 (IH, d, J =2 Hz ) e 6,35 (1H, d, J = 1,9 Hz) que de acordo com valores de J
caracterizam acoplamentos do tipo meta em anel aromatico. Revelou ainda sinais de alta
intensidade de duplo dubletos em 8y 6,94 (1H, dd, J=8,8 ¢ 2,8 Hz), x 7,77 (1H, dd, J = 8,8
e 28 Hz), &y 6,94 (1H, dd, J = 88 ¢ 2,8 Hz) e 6y 7,77 (1H, dd, J = 8,8 ¢ 2,8 Hz) de
hidrogénios aromaticos em anel para-substituido. Mostrou também sinais relacionados as

absor¢oes de hidrogénios da unidade de agucar, inclusive a de um hidrogénio anomérico em
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845,37 (1H, d, = 1,6 Hz ) confirmado no espectro de RMN *C através da absorgdo em 8¢
103,6, e ainda outras quatro absorgdes entre 8¢ 72,0 e 73,4. A presenga de uma metila em

d¢ 17,7 associada ao valor do carbono anomérico em d¢ 103,6 sugere que a unidade de agtcar
glicosidica seja a da ramnose também presente no composto PHPFM-1.

O seu mapa de correlacdo homonuclear 'H x '"H — COSY evidenciou os acoplamentos
entre hidrogénios aromaticos, bem como os hidrogénios pertencentes a unidade de aglcar
como mostra a Fig. 69, Pag. 95.

De acordo com os dados até entfo analisados pode-se aferir que se trata de composto
flavonico contendo uma unidade de agticar. Comparagio dos dados de RMN *C com valores
da literatura® mostrados na Tabela 13, Pag. 92 possibilitou identificar o composto como
sendo Campferol-3-O-raminosil ( Pag. 91 ). O valor da constante de acoplamente (J = 1,6 Hz
) para o hidrogénio ligado ao carbono anomérico com o hiddrogénio em C-2, justifica a
posic¢do axial-equatorial entre eles, consequentemente a ramnose encontra-se o-posicionada.

Através do mapa de correlagio heteronuclear HMQC — 'Jcy ( Fig. 70, Pag. 95 ) foi
estabelecida a associag@o dos hidrogénios aos atomos de carbonos correspondentes. Ja o mapa
de correlagdo heteronuclear HMBC — "Jecy n =2 e n =3 ( Fig. 71, Pag. 96 ) auxiliou nas
correlacBes a longa distdncia especialmente dos carbonos ndo-hidrogenados. A ligagdo da
ramnose com o esqueleto flavonico foi definida pelo acoplamento observado entre o C-3 em
8¢ 136,30 com o hidrogénio em 8y 5,37 (1H, d, J = 1,6 Hz ). Apesar de bem conhecida na

literatura este composto esta sendo relatado pela primeira vez neste género.
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8¢ 103,6
) 81 5,37(d,J=1,6Hz)
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Tabela 13 - Dados de RMN 'H e *C e correlagdes 'H x C [HMQC — 'Jey ¢ HMBC
— "Jeg (n=2en=3)] de PTF-2 ( 30) em CD;0D

U RCIHMOC ok PO HMBCHr(n-263)
s - 8;’ :I (Hz) SR Bane wamns e —cmasy iiéi?m:;’{
e e [ 21 ot g
3C 136,3 . . Bl 135,9
4C 179,6 . = . 179,3
5C 164,0 - - A 163,3
6CH | 100,3 6,18 (1H,d,J=2) - - 99,6
7 166,0 - - 5 165,0
8CH 95,1| 6,35(1H,d,1=1,9) = e 94,6
9C 158,8 - 2 . 158,1
10C | 1050 s - - 105,9
1¢ 1228 . H-6 H-3' 122,7
2CH | 132,0|7,77(1H,dd,J=88¢238) > H-6 131,7
3CH | 116,7|6,95 (1H,dd,J=8_8¢238) H-2 H-5 116,4
4C 161,7 . H-3; H-5 H-2; H-6 160,4
5CH | 116,7|6,95(1H, dd,J=8_8¢2,38) H-6 H-3' 116,4
6CH | 132,0|7,77(1H,dd,7=8,8¢28) H-2 131,7
1'CH | 103,6| 537(1H,d,J=1,6) 102,5
2'CH 72,0(4,22 (1H,dd, J=1,7¢3,0)| H-1; H-3 71,6
3'CH 72,3(3,71 (1H,dd, ] =3,4¢9,1) H-2~ 72,3
4°CH | 734 3,33 (1H) 3H-6 73,2
5'CH 721 3,30 (1H) 3H-6 71,4
6 CHs | 17,7 0,92 (3H, d, J=35 7) 17,8
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Figura 65 - Espectro de absorg#o na regido do infravermelho (KBr) de PTF-2
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Figura 67 - Espectro de RMN °C — DEPT - 135° ( 125 MHz, CD;0D ) de PTF-2
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Figura'69 - Mapa de correlagio homonuclear 'H x '"H—COSY (300 MHz, CDs0D) de
PTF-2 ’
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Figura 70 - Mapa de correlagio heteronuclear 'Hx °C 4 uma ligagdo — HMQC
(75 MHz, CD30D ) de PTF-2
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Figura71 - Mapa de correlagio heteronuclear 'H x °C a4 mais de uma ligagdo — HMBC

(75 MHz, CD;0D ) de PTF-2
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4.2.3. Determinaciio estrutural de PTC-1 (31)

O composto codificado de PTC-1, foi obtido por precipitagdo na fragdo acetato de
etila (3,5 g) do extrato EtOH da casca de Protium tenuifolium ( item 8.6.6, Pag. 171 ) e
apresentou-se como um so6lido branco amorfo, soliivel em piridina e com faixa de fusdo 290 -
292°C.

O espectro de absorg@o na regido do infravermelho ( Fig. 72, Pag. 100 ) revelou uma
banda intensa e larga em 3440 cm™, associada a deformagéo axial de O-H , uma absorg¢do
forte em 2936 cm™ de deformagdo axial de C-H alifatico e absor¢des em 1067 e 1023 cm™
caracteristicas de deformacgdo axial em C-O, relacionadas a alcoois e/ou éteres, compativeis
com triterpenos ou esteroides glicosilado.

Analise comparativa do composto em CCD com amostra padrdo, nos permitiu uma
identificagdo preliminar como sendo o glicosideo do B-sitosterol, Pag. 98.

O espectro de RMN °C ( Broad Band ) totalmente desacoplado ( Fig. 73, Pag. 100 )
apresentou trinta e cinco linhas espectrais, sendo seis de carbonos metilicos, doze de carbonos
metilénicos, quatorze de carbonos metinicos (CH), dos quais seis encontram-se na regido de
carbonos alifaticos ligados a oxigénio e trés de carbonos ndo-oxigenados. Esta associagdo foi
possivel ap6s a comparagio dos espectros de DEPT - 135° ( Fig. 74, Pag. 101 ) e RMN “C-
BB. O espectro de RMN 'H registrou sinais referentes a unidade de glicose em , bem como
sinais caracteristicos de esqueleto terpénico ( Fig. 75, Pag. 101).

A anilise dos dados de C comparados com dados de substdncias descritas na
literatura™ confirmam que PTC-1 trata-se do glicosideo do B-sitosterol. A ( Tab.14, Pag. 99)

mostra os deslocamento quimicos de *C de PTC-1 em comparagio com dados da literatura.
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Tabela 14 - Dados de RMN C de PTC-1 (31) comparados com aqueles registrados

na literatura para o J-sitosterol glicosilado

R A R R B e O s L o L O T B e B P B T B L L T S e o S A U S A g A0 00 0 0 S5 0 0 0 35 0 0 i A 0 [0 0 S e 0 o S o T e S 2

C 8¢ (PTC-1) Ref. 52

S Y A R A O A BB T A BT S AT A A I G N N Y S B LR T S S A S R T S SR T G S T S G L P G R R R IS N B T B R TN

1CH, 37.3 37,3
2CH, 29,8 31,9

3CH 78,4 78,3
4CH, 39,2 39,8

sC 140,7 140,7
6CH 121,7 121,6
7CH, 32,0 30,0
8CH 31,9 32,0
9CH 50,2 50,1

10C 36,7 36,7
11CH, 211 21,1
12CH, 39,8 39,1

13C 423 423
14CH 56,7 56,1
15CH, 243 243
16CH, 283 283
17CH 56,1 56,6
18CH; 11,9 11,8
19CH; 192 - 19,0
20CH 36,2 36,2
21CH; 18,8 19,2
22CH, 34,0 34,0
23CH, 26,2 293
24CH 4538 45,8
25CH 293 26,2
26CH; 19,8 18,8
27CH; 19,0 19,7
28CH, 23,2 23,5
29CH; 11,8 11,1
1'CH 102,4 102,3
2'CH 77,9 75,1
3’CH 78,2 77,9
4 CH 715 71,5
5CH 75,1 78,2
6 CH, 62,6 62,2

T i R B B o o S A N i X B e O R S D T S (T B R A T I T S G A 0 AT, i i G S BV A O G R 0 5 0 0 0 SV s 8 e
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Figura 72 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho (KBr) de PTC-1
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Figura 74 - Espectro de RMN "C — DEPT - 135° ( 125 MHz, Piridina ) de PTC-1
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4.3. Determinacio estrutural dos derivados reacionais preparados a partir da

mistura bindria de o-amirina [PHPR-2a (5)] e B-amirina [PHPR-2b (6)]

As atividades farmacologicas ( analgésia e antiinflamatoria) apresentada pela mistura
binaria de o-amirina e [(-amirina, da resina de Protium heptaphyllum aliada ao seu
isolamento de forma relativamente facil estimularam a realizagdo de algumas transformagdes
quimicas. A hidroxila de alcool secundario presente no anel do esqueleto triterpénico, foi
usada como guia para realizar algumas reagdes classicas, tais como: formilagdo, oxidagdo de
Jones, acetilagdo e esterificagdo, dando origem, desta forma aos seguintes produtos
reacionais: [FPHPR-2a (32) e FPHPR-2b (33)], [AMPHPR-2a (34) ¢ AMPHPR-2b (35)],
[APHPR-2a (36) ¢ APHPR-2b (37)], [BPHPR-2a (38) ¢ BPHPR-2b (39)] e [CPHPR-2a
(40) e CPHPR-2b (41)] como misturas binarias, mostrados na Fig. 76, Pag. 102.

H,CO, / HCIO4

> HOCO

Jones (oxidacio)
r

(CH;COO0),0/ Piridina

>

AcO

-
-~

: CsHsCOCI/ Benzeno
- Ry=CH;;R;=H 0-amirina >
- Ry=H; R, =CH3 [-amirina

CsHsCOO

CsHsC,H,COCl / CHaCly
- CsHsCH=CHCOO

Figura 76 Esquema reacional de obtenc@o dos derivados
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4.3.1. Determinacio estrutural de [FPHPR-2a (32) e FPHPR-2b (33)]

A mistura binéria de a-amirina e B-amirina foi submetida a rea¢do de formilagio em
banho maria a 55°C, com agitagdo magnética ( item 8.7.1, Pag. 173 ) fornecendo o derivado
formilado com rendimento de 98 % que apresentou-se como um solido branco, amorfo, com
faixa de fusdo 167 - 168°C, soluvel em cloroférmio e codificado de [FPHPR-2a ¢ FPHPR-
2b].

O espectro de absor¢@o na regido do infravermelho (Fig. 77, Pag. 104) apresentou
uma banda forte em 1715 cm™, bem como auséncia de banda na regifio de hidroxila sugerindo
a formag@o do derivado desejado.

O espectro de RMN C (Fig. 78, Pag. 104 ) revelou uma linha espectral em 8¢ 161,3
referente a carbono carbonilico, além de uma desprote¢do no C-3 (8¢ 81,3) comparado com a
posi¢do de C-3 (8¢ 79,1) em a-amirina e B-amirina, que se justifica pela presenca do grupo
(HC=0) ligado ao atomo de oxigénio.

A analise comparativa entre os espectros de RMN BC e DEPT - 135° (Fig. 79, Pag.
105 ), permitiu identificar de forma clara a presenca de um carbono carbonilico, refor¢ando a
idéia de um novo composto.

Examinando os valores das absorgdes no espectro de RMN 'H (Fig. 80, Pag. 105 ),
observou-se uma linha espectral adicional em & 8,12 caracteristica de hidrogénio ligado a
carbono carbonilico. Todas as atribuicdes dos sinais registrados no espectro de RMN C sdo

mostrados na Tab. 15, Pag. 118.

8c = 139,8 (32)
8c =145,0 (33)

8 = 124,4 (32)
Sc = 121,8 (33) \

3¢ =81,32

(32) - R1 = CH'_;; R2 =H

(33) = R1 = H; Rz = CH3
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Figura 77 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) de [ FPHPR-2a ¢ FPHPR-
2b]
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Figura'79 - Espectro de RMN ’C ~DEPT - 135° (125 MHz, CDCL;) de [FPHPR-2ae
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4.3.2. Determinacio estrutural de [AMPHPR-2a (34) e AMPHPR-2b (35)]

Fez-se reagir a mistura de a-amirina e B-amirina com o reagente de Jones (dicromato
de potdssio + 4acido sulfirico concentrado) em atmosfera de nitrogénio com agitagdo
magnética e temperatura ambiente (30°C) (item 8.7.2, P4g. 173) obtendo-se o produto
oxidado com rendimento de 60 % sob a forma de um so6lido branco, amorfo, soluvel em
cloroférmio, com faixa de fusdo 145 — 147,5°C, condificado de [AMPHPR-2a ¢ AMPHPR-
2b]

O seu espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 81, Pag. 107 ) mostrou
uma banda forte em 1705 em™ correspondente a vibragio com deformagio axial de (C=0), e
auséncia de banda na regido de hidroxila confirmando a ocorréncia da reag@o.

O espectro de RMN *C (Fig. 82, Pag. 107 ) mostrou uma linha espectral em 8¢ 217,8
tipica de carbonila ceténica, o que esta em acordo com o produto formado. A analise
comparativa do espectros de RMN °C e DEPT - 135° (Fig. 83, Pag. 108 ), revelou de forma
muito clara a presenga da carbonila, em razdo de sua auséncia observada no espectro DEPT -
135",

A analise do espectro de RMN 'H ( Fig. 84, Pag. 108 ) mostrou a auséncia da linha
espectral referente a H-3 em 8y 3,22 presente na mistura inicial. As atribui¢des dos dados de

C s3o mostrados na Tab. 15, Pag. 118.

Sc = 139,6 (34)
Sc = 1452 (35)

S = 124,1 (34)
8¢ = 121,2 (35)

(34) = R] = CH3', R2 =H

Bc=2178(34)
dc =217,6 (35) \ | (35)-Ry,=H; R, = CH;
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Figura 81 - Espectro de absorgfo na regido do infravermelho (KBr) de [ AMPHPR-2ae
AMPHPR-2b]
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Figura 83 - Espectro de RMN 3C — DEPT - 135° ( 125 MHz, CDCl; ) de [ AMPHPR-2a e

AMPHPR-2b ]
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4.3.3. Determinacio estrutural de [APHPR-2a (36) e APHPR-2b (37)]

A mistura foi também submetida a reacdo de acetilagio em AC,0 / piridina usando
procedimento usual para obtermos o derivado acetilado (item 8.7.3, Pag. 174) com
rendimento de 86 %

A identifica¢do do produto foi facilmente obtida com dados de IV pelo aparecimento
de banda em 1735 cm™ de deformagc@o axial de C=0, mostrou também a auséncia de banda na
regido de hidroxila ( Fig. 85, Pag. 110).

O espectro de RMN C (Fig. 86, Pag. 110 ), revelou uma linha espectral em 8¢ 170,9
indicando a existéncia de carbonila no composto, confirmando os dados de (IV). Mostrou
ainda uma linha espectral em 3¢ 38,4 referente a metila caracteristica de acetil. A analise
comparativa do espectro de RMN *C com o espectro de RMN *C-DEPT 135 ( Fig. 87, Pag.

111) confirma de forma clara a existéncia de carbono carbonilico.

J4 no espectro de RMN 'H (Fig. 88, Pag. 111) observou-se uma linha espectral
(singleto) em 8y 2,06, sugere que a mesma pode ser atribuida a dois grupos metilas. As

atribuicdes dos dados de *C encontram-se na Tab. 15, Pag. 118.

8¢ = 139,6 (36)
8¢ = 1452 (37)

8c= 1243 (36)
8c = 121,6 (37)

5c = 80,9 (36)-R;=CH3; R, =H

(37) - R,=H; R, = CHj3

§c=170,9
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Figura 85 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) de [ APHPR-2ae
APHPR-2b]
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Figura 87 - Espectro de RMN C — DEPT - 135° (125MHz, CDC;) de [APHPR-2a e
APHPR-2b ]
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4.3.4. Determinacio estrutural de [BPHPR-2a (38) ¢ BPHPR-2b (39)]

A mistura binaria de a-amirina e -amirina foi submetida a reagdo com cloreto de
benzoila em banho maria a 55°C e sob agitagdo magnética por 7 horas ( item 8.7.4, Pag. 174 )
obtendo-se o derivado com rendimento de 48 %. O solido branco formado, mostrou por
analise em CCD que continha outras substdncias. A mistura reacional foi cromatografada em
gel de silica. As fragdes (11 — 15) eluidas em hexano / cloroférmio ( 10 : 1), foram reunidas
e forneceram um solido branco, amorfo, solivel em cloroférmio, com faixa de fusdo 181,6 —
182,7°C, codificado de BPHPR-2a ¢ BPHPR-2b.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 89, Pag. 113) apresentou
uma banda forte em 1720 cm™ de vibragdo com deformagdo axial de C=0 e total auséncia de
banda na regido de hidroxila evidenciando a ocorréncia da rea¢do. Mostrou ainda bandas em
1603, 1584 e 1451cm™ de deformagdo axial de esqueleto aromatico.

O espectro de RMN *C (Fig. 90, Pag. 113 ) revelou uma linha espectral em S¢ 167,0
referente a carbonila conjugada, mostrou linhas espectrais na regiio de C-sp” arométicos. A
comparagio dos espectros de RMN *C ¢ RMN *C — DEPT 135° (Fig. 91, Pag. 114)
confirma a presenca de carbono carbonilico e carbonos aromaticos. J4 o espectro de RMN 'H
(Fig. 92, Pag. 114) apresentou linhas espectrais na regido de hidrogénios aromaticos. Os

dados referentes a ">C encontram-se na Tab. 115, Pag. 118.

8c = 1392 (38)
8n=145.0 (39)

8= 124,5 (38)
85 = 122,0 (39)

21 (38)-R;=CH;;R,=H

dc =817

(39) - R,=H; R, = CH;

3 8c= 167,0
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Figura 89 - Espectro de absor¢gdo na regido do infravermelho (KBr) de [ BPHPR-2ae
BPHPR-2b]
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Figura-91 - Espectro de RMN ">C — DEPT - 135° (125MHz, CDCl;) de [BPHPR-2a e
BPHPR-2b ]
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4.3.5. Determinacio estrutural de [CPHPR-2a (40) e CPHPR-2b (41)]

A mistura binaria de a-amirina e B-amirina foi submetida a reagdo com cloreto de
cinamoila, previamente preparado ( item 8.7.5.1 Pag 174 ), em banho maria a 55°C e sob
agitacdo magnética por 7 horas ( item 8.7.5.2, Pag. 175 ) obtendo-se o derivado com
rendimento de 41 %. O sélido branco obtido mostrou por analise em CCD que continha outras
substancias. Fez-se o fracionamento em coluna contendo gel de silica, visando a sua
purificagdo. As fragdes (5 — 25) eluidas em hexano / cloroféormio ( 10 : 1), forneceram um
solido branco, amorfo, soluvel em cloroférmio, com faixa de fusdo 178 — 179,6°C, codificado
de CPHPR-2a e CPHPR-2b.

O espectro de absorg¢do na regido do infravermelho ( Fig. 93, Pag. 116 ) mostrou uma
banda intensa em 1711cm™ de vibragdo com deformagdo axial de C=0, bandas em 1638, e
1579 cm™ de esqueleto aromatico, mostrou ainda a total auséncia de banda na regido de
hidroxila evidenciando a ocorréncia da reagdo desejada.

O espectro de RMN C (Fig. 94, Pag. 116 ) revelou uma linha espectral em 8¢ 166,9
referente a carbonila conjugada. Mostrou doze linhas espectrais na regido de carbonos
elefinicos e/ou aromaticos, justificando os dados de (IV) quanto a ocorréncia da reacdo e
formacdo do produto desejado. A analise comparativa dos espectros de RMN *C e RMN B
— DEPT 135° (Fig. 95, Pag 117 ) confirmou a presenca de carbono carbonilico e carbonos
aromaticos e olefinicos. J4 o espectro de RMN 'H (Fig. 96, Pag. 117 ) revelou linhas
espectrais de hidrogénios aromaticos, bem como hidrogénios olefinicos trans confirmado
pelos valores das constantes de acoplamentos &y 6,38 (1H, d, J = 16,04 Hz) e &y 7,66 (1H, d,

J=16,01 Hz) indicativos que levam a confirmagdo do produto formado.

8c = 139,8 (40)
Bc = 1453 (41) 30

Sc = 124.,0 (40)
Sc = 121,8 (41)

S5c= 81,1
c ’O\As

dc=119,0

(40) -R;= CH3; R,=H

(41) =5 R2= H; Rz = CH3

8¢ = 166,9
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Figura 93 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) de [CPHPR-2a e
CPHPR-2b]
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Figura 95 - Espectro de RMN "*C — DEPT - 135° (125 MHz,CDCl;) de [CPHPR-2a e

CPHPR-2b ]
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Tabela 15 - Dados de RMN '*C dos derivados reacionais

T P 2 A S N N B N T S A R O R N B S AT

T T I I AN O R T B A T R 0 B L SV A S B T WA e e e

c (ppm)
e wC i Tt o g b ) e e o e s e e
2 271 | 273 - - 26,6 26,6 28,2 28,2 28,5 28,2
3 813 | 81,3 | 2178 | 2176 80,9 80,9 81,7 81,7 81,1 81,1
4 37,8 | 378 - - 87,7 37,7 383 38,3 38,4 38,1
5 554 | 554 552 552 552 55,2 55,5 55,5 55,5 55,5
6 18,4 | 184 19,6 19,6 18,2 18,2 18,4 18,4 18,4 18,4
7 32,7 | 32,9 32,4 324 32,8 32,6 33,0 33,0 33,0 33,8
8 40,2 | 40,0 39,3 39,3 40,0 384 40,2 38,6 40,2 38,6
9 47,8 | 4777 473 47,1 47,6 47,5 47,8 47,6 478 47,7
10 | 37,0 | 37,0 36,5 36,6 36,8 36,8 36,9 36,9 37,0 37,0
11 23.5 | 23,7 234 23,6 233 23,6 23,4 234 23,5 23,7
12 | 1244 | 121,8 | 1241 121,2 1243 121,6 1245 122,0 124,0 121,8
13 1398 | 1450 | 1396 1452 139,6 145,2 1392 1450 139,8 1453
14 | 423 | 419 42,1 41,8 42,0 41,7 422 41,7 422 41,9
15 28,1 | 26,3 26,5 26,0 28,0 26,1 28,4 26,9 28,2 26,3
16 | 26,8 | 268 26,4 26,8 26,6 26,9 26.8 27,0 26,7 271
17 | 33,9 | 32,5 34,2 32,1 33,7 32,9 350 | 33,0 33,9 32,6
18 | 59,2 | 474 60,7 46,8 59,0 47,1 59,2 472 59,2 474
19 | 39,8 | 470 39.4 46,7 39,6 46,8 39,8 |- 46,8 40,0 46,9
20 398 | 322 39,2 35,0 39,6 31,0 39,6 31,4 39,7 31,2
21 314 | 349 31,2 34,6 31,2 34,7 31,4 34,7 31,4 34,9
22| -4L7 | 373 41,4 37,0 41,5 37,1 41,7 37,0 41,7 373

23 28,1 | 282 - - 28,0 28,0 284 28,9 28,2 28,5

24 | 159 | 1575 | 166 15,1 15,5 15,5 17,1 15,9 15,7 15,7

O T B T L S O e B T O e I S L S N O O T B A R A O e N 0 P R 0 0 0 0 53 S 4 R0 T 0 8, S A S A P s

1 =FPHPR-2a 2 =FPHPR-2b; 3 = AMPHPR-2a 4 = AMPHPR-2b; 5= APHPR-2a 6= APHPR-2b;
7=BPHPR-2a 8 =BPHPR-2b; 9= CPHPR-2a 10 = CPHPR-2b
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Continuacio da Tabela 15

PR A T I IS R T BB S S AT S T ST S O O SRR S A B AT S S0 SR o SN A AT B B AN B AL

3¢ (ppm)

B T B R T L B 3 S B A L e T R B T o o B A D o 0 A 8 i e F 380 S S sy s N 0 08
C 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10

B S R I B e R O A A A R T N I o A e W S 0 A O R 5 0 L B O PO (00 430 50007 I 0 50 B e 88 T 40 L85, I, S 0 5 30 5 e S

25 | 159 | 157 | 174 154 157 | 157 | 176 | 170 159 | 159
2% | 166 | 162 | 175 167 | 168 | 168 | 178 | 176 | 1720 | 170
27 | 234 | 26,1 23,1 25,8 23,2 25,9 23,4 26,8 23,4 26,1
28 | 28,6 | 283 s - 28,7 283 28.9 28,4 28,9 289
29 | 177 | 335 | 175 | 341 175 | 333 184 | 330 | 176 | 335
30 | 216 | 216 | 214 | 236 | 212 | 236 | 215 | 238 | 2L5 | 238
C=0 | 1613 | 1613 1709 | 1709 | 1670 | 1670 | 1669 | 166,9
CH, 384 | 384
I 1515 131,5 134,7 134.7
2 1296 | 12906 | 1290 | 1290
3 1284 | 1284 | 1280 | 1280
4 1328 | 1328 | 1302 | 1302
5 1284 | 1284 | 1282 | 1282
6 1296 | 1296 | 1290 | 1290

7 1444 | 1444

8 1190 | 1190

S e R o D et e b B R e . gl SR gl 8 i e ol i e S e S R e

1=FPHPR-2a 2 =FPHPR-2b; 3 = AMPHPR-2a 4 = AMPHPR-2b; 5= APHPR-2a 6= APHPR-2b;
7=BPHPR-2a 8 =BPHPR-2b; 9= CPHPR-2a 10= CPHPR-2b
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5. ESTUDO DOS OLEOS ESSENCIAIS

5.1. Determinacio da composicio quimica dos constituintes volateis de

Protium heptaphyllum e Protium tenuifolium

A composig@o quimica do 6leo essencial da espécie Protium heptaphyllum tem varios
registros na literatura® " %, alguns inclusive relatam propriedades farmacoldgicas, entre estas
atividade antiinflamatéria, antinociceptiva e atividade cercaricida®’

Com o objetivo de determinar a composi¢do quimica dos constituintes volateis
associado a possibilidade de obtenc@o de dados biologicos com atividade antimicrobiana de
espécies de Protium existentes nos municipios cearenses ( Crato e Ubajara ) foram feitas
extragdes de seus respectivos oOleos essenciais pelo processo de hidrodestilagio em um
aparelho doseador tipo Cleavenger modificado por Gottilieb™, de acordo com a técnica
descrita no item 8.4.1, Pag. 150. Da espécie Protium haptaphyllum foram obtidos os 6leos
essenciais da resina ( 11%), frutos verdes (3%), frutos maduros (1,5%), folhas (0,3%) e cascas
(0,11%), enquanto que da espécie Profium tenuifolium foram dos frutos verdes (2,76%).
Tabelas comparativas das analises destes 6leos incluindo rendimento e identificagdo destes
constituintes sdo mostrados nas Pags. 125 e 126.

A analise dos Oleos essenciais foi feita por cromatografia géas-liquido acoplada a um
espectrometro de massa (CGL/EM).

A identificagdo dos constituintes foi realizada por meio da interpretagdo dos
espectros de massas, comparagdo com espectros de massas em um banco de dados
(espectroteca) associada a determinagdo e corregdo dos indices de Kovats simulados™ e por
comparagdo com dados da literatura™.

Os Oleos essenciais obtidos da resina, frutos verdes, frutos maduros, folhas e cascas
de Protium heptaphyllum foram codificados de: PHPR-OE, PHPFV-OE, PHPFM-OE, PHPF-
OE e PHPC-OE respectivamente. Enquanto que o 6leo essencial obtido dos fruto de Profium
tenuifolium foi codificado de PTF-OE.

Os 0leos essenciais obtidos das duas espécies de Protium foram submetidos a ensaios
antimicrobianos num projeto de colaboragdo com a Faculdade - Farmacia — CCS sob a
coordenacdo da Professora Nadia A. P. Nogueira, cuja metodologia consta do item 8.8.1, Pag.
176.
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5.1.1. Constituintes quimicos volateis dos 6leos essenciais da resina, frutos verdes, frutos

maduros, folhas e cascas da espécie Protium heptaphyllum

Os componentes da amostra do 6leo essencial da resina de Protium heptaphyllum
(PHPR-OE) presentes no cromatograma ( Fig. 97, Pag. 122 ), que tiveram seus espectros de
massa registrados, tendo cerca de 85% de seus constituintes identificados encontram-se na
Tab. 16, Pag. 125. Todos os constituintes identificados sdo monoterpenenos, sendo 0s

majoritarios o terpinoleno (13) (29%), limoneno (10 ) (17%) e a-felandreno (7) (17%).

Os componentes presentes no oOleo essencial dos frutos verdes de Protium
heptaphyllum (PHPFV-OE) sdo mostrados no cromatograma (Fig. 98, Pag. 122 , que tiveram
seus espectros de massas registrados,( 92%) foram identificados e encontram-se descritos na
Tab. 16, Pag. 125. Do total, cinco constituintes foram identificados, sendo todos

monoterpenos, tendo como constituinte majoritario o o-pineno (2) (71% ).

Os componentes da amostra do 6leo essencial dos frutos maduros de Profium
heptaphyllum (PHPFM-OE), presentes no cromatograma ( Fig. 99, Pag. 123 ) , quatro foram
identificados, com seus espectros de massas registrados, representando 91% do total os quais
encontram-se na Tab. 16, Pag. 125. Todos os componentes identificados sdo monoterpenos,

sendo majoritario o sabineno (3) (49 %).

Dos componentes da amostra do 6leo essencial das folhas de Protium heptaphyllum
(PHPF-OF) presentes no cromatograma ( Fig. 100, Pag. 123 ), dezesseis foram identificados
com seus espectros de massas registrados, representando 80 % Tab. 16, Pag. 125. Do total de
componentes identificados seis s3o0 monoterpenos, sendo majoritario -mirceno (5) ( 19 % ),

dez sdo sesquiterpenos, sendo majoritario B-cariofileno (16) ( 18 % ).

Dos componentes presentes no 6leo essencial das cascas de Protium heptaphyllum
(PHPC-OE), registrados no cromatograma ( Fig. 101, Pag. 124 ), nove foram identificados
com os seus espectros de massas registrados, representando apenas 47 %, que encontram-se
na Tab.16, Pag. 125. Do total identificado cinco sdo monoterpenos, sendo o majoritarios o-
pineno (2) (10 %) e B-felandreno (8) (14%), quatro sesquiterpenos, tendo como majoritario o

d-cadineno (20) (5 %).
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Figura 97 - Cromatograma do 6leo essencial da resina de Protium heptaphyllum
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Figura 99 - Cromatograma do 6leo essencial dos frutos maduros de Protium heptaphyllum
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Figura 100 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Protium heptaphyllum
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Figura 101 - Cromatograma do 6leo essencial das cascas de Protium heptaphyllum
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Tabela 16 - Constituintes volateis da espécie Protium heptaphyllum

RN RN SINEP | OROORERINIE. ... 512, .1 L1 SRR P
...SUBSTANCIAS | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 1K
o octwdeno() | 075 | - | et [ phoet RGPS . e
a-pineno (2) 10,50 71,00 - 1,69 10,00 939
i sabineno (3) | 290 | AT 49,00 | 1,03 | 692 | 976 |
e B-pineno (4) | 241 | 867 | 735 | - e I3 S 980 |
- B-mirceno (5) | & ) G SN Moa | - ] 991
"~ §3-careno(6) | | 270 A g ) o o W EON
~ o-felandreno (7) | S S B g, R = | 0,83 | 1005
~ B-felandreno (8) | P = R A A e 14,00 | 1022
b p-cimeno (9) | 544 | N « | LI | 516 ] 1088
T limoneno (10) | 760 | A% | a1 | R O = | X808k
 (Z)-B-ocimeno (11) | - " - 238 | - - | 1040
T E)pocimeno (12) | - |7 = T = | 1050
~ terpinoleno (13) | 29,00 | TR et > s = | HORE |
 terpinen-4-ol (14) | = T = ) 874 | - g i 3 = | 1177
~ o-copaeno (15) | - Sl = s S 344 | - - | 1376
 B-cariofileno (16) | - = % o R 18,00 | 2,85 | 1418
 ochumuleno 17) | MY DR SN - | 800 | 1,09 | 1454
"~ B-selineno (18) | el Sl UK S 250 | - - || 1485 |
~ biciclogermacreno (19) | - A % § v 2 APk e 1494
~ 5-cadineno (20) | & | A & ] -] 060 | 467 | 1524
 germacrenoB (21) | 5. “SEN A 245 | 148 | 1556
"~ espatulenol (22) | S st g e 0 xk 4477 - = | 1576
“oxido de cariofileno 23)| - | I A (i 428 | - | 1581
“"""f-dr.é._ri(_)-(:iiéﬁc_)"(i;f) """"""" SR i b SR i ,56 """" o "'1'6"7'2"‘

1=PHPR-OE ; 2 = PHPFV-OE ; 3=PHPFM-OE ; 4 = PHPF-OE ; 5=PHPC-OE
LK = indice de Kovat T.R= Tempo de Retencio
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5.1.2. Constituintes quimicos voliteis do odleo essencial dos

tenuifolium

frutos

de Protium

Os componentes da amostra do 6leo essencial dos frutos de Protium tenuifolium

(PTF-OE) presentes no cromatograma ( Fig. 102, Pag. 124 ) quatro tiveram seus espectros

de massas identificados, representando 85 %

monoterpenos, tendo como majoritario o

cariofileno (16) (2 %).

do total dos constituintes, sendo

Tabela 17 - Constituintes volateis da espécie Protium tenuifolium

trés

limoneno (10) (67 %) e um sesquiterpeno [3-

R TR T Cprey g;,}gﬁ{& T I e
S i § S e e e

T epmeer? | | 820 | w9 | 64

"""""" B-pinenod) | 1055 | 980 | 7798
"""""" limoneno (10) | 67,17 | 1031 | 98
""""" ;3 _Eéii&ﬁiéﬁii'('i'é)'"""' 208 | 4w | mE
e e B

6 = PTF-OE

LK = indice de Kovat T.R=

Tempo de Retencio
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Figura 103 - Espectro de massas do a-turjeno (1)

Abundance Scan 536 (8.620 min): OE"3P.D B
60000 - 7
40000 . 77
20000
119 1
ol Mt LM 0 " "amoses dgw o a8y
h/z--> 4QA_60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Figura 104 - Espectro de massas do a-pineno-(2)
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Figura 105 - Espectro de massas do sabineno (3)
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Figura 106 - Espectro de massas do B-pineno (4) »
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Figura 107 - Espectro de massas do -mirceno (5)

Abundance Scan 631 (9.676 min): PHFV D
150000
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Figura 108 - Espectro de massas do 8-3-careno (6)
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Figura 109 - Espcctro de massas do a-felandreno (7)

Abundance Scan 788 (11.476 min): PHR D
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Figura 110 - Espectro de massas do B-felandreno (8)
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Figura 111 - Espectro de massas do p-cimeno (9)

Abundance ~ Scan 850 (12.180 min): PHR.D ¥ 7]
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Figura 112 - Espectro de massas do limoneno (10)
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Figura 113 - Espectro de massas do (Z)-B-ocimeno (11) -
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Figura 114 - Espectro de massas (E)-f-ocimeno (12)
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Figura 115 - Espectro de massas do terpinileno (13)
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Figura 116 - Espectro de massas do terpinen-4-ol (14)
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Figura 117 - Espectro de massas do a-copaeno (15)
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Figura 118 - Espectro de massas do B-cariofileno (16)
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Figura 119 - Espectro de massas do a-humuleno(17)
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Figura 120 - Espectro de massas do p-selineno (18)
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Figura 121 - Espectro de massas do biciclogermacreno (19)
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Figura 122 - Espectro de massas do 6-cadineno (20)
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Figura 123 - Espectro de massas do germacreno B (21)
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6. AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS E DOS CONSTITUINTES ISOLADOS

Sdo muitos os usos terapeuticos atribuidos a espécie Profium heptaphyllum na
medicina popular, destacando-se o uso da resina oleosa como analgésico, cicatrizante, tonico,
desinfetante, tratamento de tlceras, estimulante, doéngas de pele e tumores'>°. As cascas e
folhas sio muito utilizadas contra as tlceras gangrenosas e inflamacdes em geral’. Estudos
farmacologicos recentes com o o6leo essencial da resina comprovaram sua eficicia
terapéutica, demonstrando atividade antiinflamatoria, antineoplasica e antinocicepitiva’. E
comprovada também a atividade cercaricida dos éleos essenciais das folhas e dos frutos®.
Fundamentado nestes dados e no uso popular da espécie, foram realizados diversos testes
antimicrobianos com o Oleo da resina, extratos e substdncias isoladas das espécies Protium

heptaphyllum e Protium tenuifolium na tentativa de se obter compostos biologicamente ativos.

6.1. Atividade antimicrobiana dos oleos essenciais, dos extratos e substincias isoladas

de Protium heptaphyllum e éleos essenciais e extratos de Profium tenuifolium.

6.1.1. Consideracdes gerais

Os fatores ambientais que afetam as atividades dos microorganismos séo agrupados
em duas categorias: fisicos e quimicos™.

O comportamento de um microorganismo em um determinado meio ambiente depende
efetivamente de sua resposta a cada um dos fatores do ambiente, como no caso do meio de
cultura mais a resina, os extratos € as substincias testadas em diferentes doses.

Uma determinada substdncia quimica pode exercer efeito benéfico sobre o
microorganismo atuando como nutriente, ou promover um efeito adverso, atuando como um
composto antimicrobiano. O crescimento e a reprodugdo sdo os pardmetros de respostas mais
observadas nos microorganismos. A inibi¢do do crescimento ou a morte de um organismo
ocorre quando ele se encontra em condi¢Ges desfavoraveis. Um produto quimico ou um fator
ambiental pode impedir temporariamente sua reproducdo ( microbiostatico ) ou pode

determinar a sua morte ( microbiocida ).
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Os microorganismos se diferenciam muito entre si frente a uma determinada

substancia, de modo que esta pode servir como nutriente para um e ser toxico para outro.

6.2. Atividade antimicrobiana frente aos microorganismos: Estafilococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosas, Salmonellas cholerae-suis e a

levedura Candida albicans.

Os ensaios frente aos microoganismos foram realizados com resina bruta, 6leo
essencial da resina, oleo essencial dos frutos maduros e as substancias PHPFM-1, PHPFV-1,
PHPC-1, PHPF-1, a mistura binaria de o-amirina [ (PHPR-2a) e B-amirina (PHPR-2b) ] de
Protium heptaphyllum, a resina e o 6leo essencial dos frutos verdes de Protium tenuifolium.
Somente os 6leos essencias testados apresentaram atividade significante.

Os valores médios dos didmetros dos halos de inibi¢do de crescimento microbiano em
diferentes dilui¢des das amostras variaram de 8 a 35 mm.

O microorganismo mais sensivel aos 6leos testados foi a levedura Candida albicans
como podemos constatar na ( Tab. 21, Pag. 137 ). A suscetibilidade dessa levedura a extratos
vegetais foi constatada por muitos pesquisadores”".

Entre as espécies de bactérias utilizadas Pseudomonas aeruginosa apresentou a menor
suscetibilidade, sendo resistente ao Oleo essencial dos frutos de Protium tenuifolium
conforme ( Tab. 18, Pag. 135 ). Estudos de atividades antimicrobianas presentes na
literatura, realizados com o oleo essencial de Ocimum gratissimum L, constataram uma alta
sensibilidade para todas as culturas testadas, exceto para Pseudomonas aeruginosa, que
mostrou-se resistente. ™

As bactérias Gram (+) Staphylococcus aureus e Gram (-) Escherichia coli, conhecidas
por apresentarem resisténcia a muitas drogas comercializadas e serem causas frequentes de
infecgdes hospitalares, foram sensiveis aos 6leos essenciais testados.

O o6leo essencial dos frutos de Protium tenuifolium, embora nio tenha inibido o
crescimento de Pseudomonas aeruginosa e tenha mostrado a menor atividade frente a
Staphylococcus aureus, inibiu fortemente o crescimento da Escherichia coli, Salmonella

cholerae-suis bem como a levedura Candida albicans com valores de diluigdo muito
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reduzido, cujo poder inibitério € mais eficaz do que o cetoconazol ( Tab. 21, Pag. 137 ),

droga conhecida por sua efiéncia contra esse patdégeno.
Os resultados apresentados principalmente pelo 6leo essencial dos frutos de Protium

tenuifolium sugerem a importancia de tratar a sua capacidade de inibir cepas de Candidas

albicans resistentes e de diferentes procedéncias.

Tabela 18 - Atividade antimicrobiana do 6leo essencial dos frutos de Protium tenuifolium

B e B D 3 B T A B S B B D R T R I o L i I 0 0 T 17 O 0 e 0 S L L0 s 0 S L O S 00 3 S v @ty o

Microorganismos

R T O L Y U N R G SR B R T G K B R B P D S S ST G B R AT

S. aureus E. coli P. aeruginosa J S. cholerae-suis
172 + g

1/4 + + . ++

1/8 - 4=+ - -

nd

-

T R S S R S R B B AT SR

SRR B S R B ST S RS A D S R R T S R G B G ST R IR S

s —+
5 A

PTF - OE

1/16 -
Amicacina 30ug %

Tetraciclina 30ug FFE

Cloroformio 25ul s

R B R TR R A LR SR

i e e L

nd = valores ndo determinados ; - resisténcia;+ 1 —8 mm ; ++9— 15 mm ; +H+ 16 — 25
i ;B = 25 mm
PTF — OE = Oleo essencial dos frutos de Protium tenuifolium
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Tabela 19 - Atividade antimicrobiana do 6leo essencial da resina de Protium heptaphyllum

O T R T 1 S AN S o B B A 2 B Y G S L e 0 o £ i ST S 0 57 L 2 L R0 . 550 20 50 P i 0 0 1 S o o 4 Y 0l A 8 0 R Tl (o A

M1croorgamsmos

LR B R RS B R NS SO D B T A IS TR B R

BT A T T T T A L A S S SR R B N O R G N S B A S S S L
S. aureus J E coli P. aeruginosa | S. cholerae-suis
OO B P A N B T e e A R e e B T T A I T A S A B A AN T A T A R P A ]

1/1 R
1/2

++
1/4 ++
1/8 ++
1/16 nd
Amicacina 30ug =

++
+1

PHPR - OE

Tetraciclina 30ug +H+
Cloroférmio 25 p.L

PR A R L A S DA R SR R S S T

-%iHH
-'§1i¢$$

L e O P e L 2 L O S T 0y S B T 0 S0 00 O 00 S50 300 20 0 T 0, 0 0, L LSS0 0G0 e S B

nd = valores ndo determinados ; - resisténcia;+ 1 -8 mm ;++9— 15 mm ; +++ 16 —25
mm ; +H++=>25 mm
PHPR — OE = ¢6leo essencial da resina de Protium heptaphyllum

Tabela 20 - Atividade antimicrobiana do Oleo essencial dos frutos maduros de

Protium Heptaphyllum

R R R AT A AR AT S e S B S R BB T SRR e S

S ST IS R A S S A

AT R RO

Mlcroorgamsmos

B ) T R A 2 B O T 0 0 0 L L I A S S LA O R P O S L BT L AT R O T R L
S. aureus I E. coli P. aeruginosa J S. cholerae-suis
B T A I o 1 e T T (S e e D A T B 8 B O S S B S L T i R B R i B I S 55 WA

11 ++ -+ +H+ -
1/2 +H+ S 3
++
£

1/4 ++

1/8 =
1/16 nd - - -
Amicacina | 30ug - i+ e -+

EWES
- 4
PHPFM - OE o

Tetraciclina | 30ug Fit - . a
Clorofénnio 25ul - - & ;

R R N AN T T S P P U A S R AP R B P T S A S L SO R X S P W B S AT B R R P T (R G T S S R T T R A e A

nd = valores ndo determinados ; - resisténcia;+ 1 -8 mm ; ++9— 15 mm ; +++ 16 — 25
mm ; +H++=>25 mm
PHPFM - OE = 6leo essencial dos frutos maduros de Protium heptaphyllum
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Tabela 21 - Atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais dos frutos de Protium

tenuifolium, resina e frutos maduros de Protium heptaphyllum

B U R G B B S O o R I B T N R T B S O B ST i B 5 S N T E S i i 35 05 B0 5 N7 RGN B R R S i AR SE B S S B

Microorganismo

N T B B A T N L B AP A B T R e O A o N o B S T I S A a0 B ST e

Fume

11

172

PTF-OE

1/4

1/8

1/16

TR R SN R R S S R A P R

1/32

11

172

PHPR-OE

1/4

1/8

A A 4 A e S T R R

1/16
1/1

U R T T S R I S S S S

172

PHPFM-OE

1/4

1/8

1/16

1/32

P B ST R A LS S A R T R T B ST S I RPN i e Y

Candida albicans

o B R T O O I T O S Y T S T T S R P Lo B 0 3 O S 0 L 0 0 U3 00 00 00 0 AN L 0 SR S e v

i @

Cetoconazol

10ug

Cloroférmio

25uL

N T N A T T o B R o B S S i P S O N B Y B S A SR AT R R R A A

ST

S e e Pl L g i

nd = valores ndo determinados ; - resisténcia;+ 1 -8 mm ;++9— 15 mm ; +++ 16 - 25

mm ; ++++=>25 mm

PTF-OE = Ol(;o essencial dos frutos de Protium tenuifolium
PHPR-OE = Oleo essencial da resina de Protium heptaphyllum
PHPFM-OE = Oleo essencial dos frutos maduros de Protium heptaphyllum
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6.3.Teste de inibiciio da atividade de acetilcolinesterase (Ache)

O mal de Alzheimer é uma doenga degenerativa, que atinge o sistema nervoso, de
causa ndo totalmente conhecida e caracteriza-se pela deterioracdo intelectual progressiva.
Memoria, percepgao, orientagdo, etc sdo todos alterados na deméncia.

Embora n3o exista tratamento com cem por cento de eficacia, existem muitas
tentativas com a finalidade de diminuir a velocidade de progressdo da doenca, onde uma das
abordagens consiste no tratamento colinérgico da doenga, que se baseia entre outras formas,
no uso de inbidor de acetilcolineterase (Ache).

Atualmente € muito abordado no tratamento, a inibi¢do direta de acetilcolinesterase
(Ache), onde muitas drogas sdo usadas para este fim, tais como: phisostigmina, tacrine,
galantamine, dehidroevodiamine, as quais previnem a hidrélise da acetilcolina. Muitas destas
drogas falham quanto a sua eficacia e mostram efeitos colinérgicos colaterais como
hepatotoxicidade™.

Pesquisas recentes apontam o uso de drogas provenientes de produtos naturais como
um meio eficaz no tratamento da doenga de Alzheimer.

Realizou-se testes inibitérios segundo metodologia desenvolvida por Rhee et al®. O
extrato etandlico do lenho (EEL), resina (PHPR) e a substancia PHPFV-1 de Profium
heptaphyllum, juntamente com o extrato etanodlico das folhas ( EEFPT ) de Profium
tenuifolium foram testados, cujo valores das concentragdes capazes de inibir a atividade de

acetilcolinesterase encontram-se na Tab. 22, Pag. 139.
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Tabela 22 - Teste de inibicdo de acetilcolinesterase (Ache)

N Amostras R NP PR égﬁcéﬁifizo} - mé}h; ij)
i i e e e i R s
PHPR 0,5
PHPFV-1 1073
EEFPT 2.5

R P I T R R B B B S R S R 3 8 T R R S B R S R S i T O T BT I 57 S0 i S T R 3 0 0 0 0 Y 8 i i 3 A e i 0 S R R sy

EEL = Extrato etanolico do lenho de Protium heptaphyllum
PHPR = Resina de Protium heptaphyllum

PHPFV-1 = catequina ( 26 )

EEFPT = Extrato etanolico das folhas de Protium tenuifolium

Os resultados obtidos com os extratos mostram ser este um género promissor para

.....

PHPFV-1 ( 26) isolada do fruto verde de Protium heptaphyllum faz dela um forte candidato a
inibidor da acetilcolinesterase (Ache). Os resultados obtidos fazem parte de um manuscrito

aceito na Revista Quimica Nova.

6.4. Avaliacio da atividade antiinflamatorio da mistura a-amirina [PHPR-2a (5)] e B-
amirina| PHPR-2b(6)]

A resposta inflamatéria € uma forma de defesa do organismo contra lesdes,
constituindo-se numa rea¢do local da microcirculagdo a injuria. A natureza do agente indutor
da inflamagfo pode ser classificada em trés grupos: fatores fisicos ( irradiagdo, calor, frio ),
fatores quimicos ( acidos, alcalis, carragenina), infecgdes e imunidade ( virus, bactérias e

parasitas).

Apbs o desenvolvimento da reagdo inicial, as mudangas que se seguem dependem da
severidade, natureza e a¢do do agente nocivo. As caracteristicas de cada resposta associada a

inflamacdo estdo associadas a diferentes medidores do processo de inflamagdo, e a observacéo
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da variagdo de cada parametro pode ndo s6 fornecer informagdes sobre o processo genérico da
inflamac#io, como também sobre a especificidade de atuagdo dos agentes antiinflamatorios’.

Levantamento bibliografico exaustivo sobre atividades de triterpenos na literatura
relatam a importincia destes compostos como agentes antiinflamatério, antimicrobiana, etc®”
3! Dentre os muitos triterpenos selecionados os triterpenos o e B-amirina mostram atividades
diversas, cujo resultado constam na (Tab. 3, Pag.25). Outros estudos demonstram que o
amirina é um inibidor competitivo da tripsina e quimiotripsina bovina®*, agindo seletivamente
em células eucarioticas™.

A partir destes dados, foram realizados testes com a mistura de o e B-amirina de
contor¢do induzida por acido acético e edema de pata induzido por carragenina.

Estes ensaios foram realizados em colaboragdo com o Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara sob orientagdo da Professora Glacia Socorro

de Barros Viana.

6.4.1. Contorcio induzida por acido acético

Utilizou-se o método descrito por Koster et al®®. Injetou-se nos camundongos 4cido
acético 0,6% ( 10mL/Kg, i.p. ) e, apos 10 minutos o nimero de contorsdes foi registrado em
periodos de 20 minutos. Os camundongos foram tratados com uma mistura isomérica de o, -
amirina ( 5, 10 e 50 mg/Kg, i.p. e 10, 50 e 100 mg/Kg, v.0.) onde fora administrado 30
minutos € 1 hora, respectivamente, antes da administragdo do é4cido acético. Houve uma
significante redu¢do do nimero de contor¢des no grupo tratado com a mistura isomérica de
o,,B-amirina quando comparado com o controle, sendo entdo considerada positiva a resposta

analgésica. Os valores encontram-se expressos na ( Tab. 23, Pag.-141 ).
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Tabela 23 - Efeitos da mistura isomérica de o,f-amirina em contor¢bes de

camundongos induzido por acido acético

. Gruwo | NdeComtorstesiErro) | nivisio (%)
T Contole, v (12) “aT6i1g b . e

10 mg/Kg, v.o (10) 33,5+4,1 25,0

50 mg/Kg, v.o. (10) 24,0£3,7 36,0

100 mg/Kg, v.o. (08) 20.7+3.3 44,9

Controle, 1.p. (12) 390 £33 -

5 mg/Kg, i.p. (06) 20,8 +4.7 23,6

10 mg/Kg, i.p. (08) 10,7 £2,5 72,6

. SOmg/Kg,lp (08) 40+ 1,7 89,7

rrrrr R T TSR T -»-*r e A R S »'r-?*'——"*'-*—‘/":"f‘-'vwx's‘ e

V.0 =via oral ip= mtrapentoneal

Os valores em parentese representam o numero de camundongos testados.
6.4.2. Edema de pata induzido por carragenina

Os camundongos machos foram divididos em grupos, injetou-se 0,1 mL de uma
suspensdo recentemente preparada de carragenina na regido plantar da pata direita do
camundongo, de acordo com o método de Winter et al®'. A droga teste foi injetada 30 minutos
(ip.) e 1 hora (v.0.), antes do estimulo com a injecdo. Os animais controle receberam a
quantidade equivalente de solugdo aquosa de tween 0,5 %. O volume da pata foi medido por
pletismdmetro ( Ugo, Basili, Italy ) antes e depois de uma, duas, trés e quatro horas da inje¢do
de carragenina .

Os resultados apresentados na ( Tab. 24, Pag. 142 ) demonstram que a mistura
isométrica de o, -amirina ndo reduziu significativamente o edema de pata ap6s administra¢do
de 50 mg/Kg, v.o. quando comparado ao controle por igual periodo de tempo. Entretanto,
inibigdes significantes foram observadas apos duas, trés e quatro horas da injegdo de

carragenina e pré-tratamento com a mistura isomérica de o,3-amirina nas doses de 25 e 50

mg/Kg, i.p.
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Tabela 24 - Efeito antiedematogénico da mistura

pata induzido por carragenina

IS S AT

o et

Grupo

s e e

Controle V.0. (08)
50mg/Kg,v.o. (08)

7 e

IND 10mg/Kg, v.0.(08)

Controle, i.p. (08)
10 mg/Kg, i.p. (08)

25 mg/Kg, i.p. (08)

50 mg/Kg, i.p. (08)

e

P

&,‘b;»,_.;afé,-,-,‘»;g,

P

B B T K A S

1”l hora

B T AT A 7,

o 15+0,02
0,11 +0,01
(26,6% )
0,17 0,02
0,23 + 0,01
0,20 +0,02
(13,4%)
0,16 + 0,02
(30,4% )
0,13 +0,01
(435%)

T AT S S A

v.o=viaoral; ip= mtrapentoneal

IND = Indometacina

S S A s

2a hora

0344004

0,28 + 0,02
(17,6%)
0,23 £ 0,02
(32,4%)
0,28 + 0,02
0,22 +0,01
(21,4% )
0,18 + 0,02
(35,7%)
0,18 + 0,02
(35,7%)

R

A ST AN

R R N R A S

0404004 | 031+002
036+0,02 | 0,25+0,01
(10,0% ) (19,4% )
0,22+0,02 | 0,23+0,02
(45,0% ) (25,8%)
036+0,02 | 0,34+0,02
0,22 +0,01 0,26 + 0,02
(38,9%) (23,5%)
0,21 +0,01 0,21 +0,02
(41,7 %) (382%)
0,17 + 0,01 0,20 +0,02
(528%) | (412%)

Os valores em paréntese representam o niimero de camundongos testados.

isomérica de o, 3-amirina no edema de
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7 . DETERMINACAO QUANTITATIVA

7.1. Quantificacio da mistura bindria de [ PHPR-2a (5) e PHPR-2b (6) | na resina de
Protium heptaphyllum, por CLAE

A facilidade de obten¢do de o,fB-amirina da resina aliada aos resultados
farmacologicos obtidos nos motivou a identificar o teor destas substancias na resina.

Este estudo foi realizado por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em coluna de fase reversa, com elui¢do isocratica , comprimento de onda A =220 nm
e detector ultravioleta, fazendo-se uso de uma curva padrdo de calibracdo, obtida através da
metodologia do padrdo externo. A escolha do solvente selecionado foi feita apos analise
criteriosa de uma série de eluentes, tendo sido selecionado a mistura acetonitrila / agua (6,5 :
3,5) como o melhor solvente. Apds escolhido o solvente foram feitas varias inje¢des para
determinar o fluxo ideal, sendo encontrado o valor 0,7mL/min. Para todas as medidas foram
sempre feitas inje¢des de 20ul de concentragdes conhecidas dos padrdes e da resina. Os

solventes utilizados foram filtrados em membranas especiais e em seguida desgaseificados.

7.1.1. Analise quantitativa

A anilise de uma amostra com o objetivo de quantificar os seus constituintes por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, requer a elaboragdo inicial de uma curva de
calibragdo, cujas amostras contenham concentragdes conhecidas do constituinte objeto de
determinag@o. Utilizou-se uma coluna de fase reversa (C-18) 250 x 4,6 mm e acetonitrila /
agua ( 6,5 : 3,5 ) como fase movel, fluxo de 0,7mL/min. e injecao de 20ul.

A quantificagdo da mistura binaria foi realizada segundo o método do padrdo
externo®, onde obteve-se a curva de calibragio por meio de inje¢do da solugio padrio em
concentragdo de 20, 40, 60, 80 €120 ppm. Cada amostra na mesma concentragdo foi injetada
trés vezes e utilizou-se a média aritmétrica das areas de cada pico para a elaboragdo da curva
padrdo de calibrag@o.

A ( Fig. 127, Pag. 145 ) registra o grafico de calibrag@o linear obtido por meio das

areas dos picos ( Y ) versus a concentragdo injetada em ppm ( X ), onde a equagdo de
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regressdo, tempo de retengao ( T ) e o coeficiente de correlagio linear ( r* ) encontram-se na (
Tab. 25 Pag. 144 ), cujo valor préximo da unidade justifica a relagdo de linearidade da curva
obtida.

Tabela 25 - Equagio de regressdo linear e coeficiente de correlagdo

punn S A TR R e N L L ST R RN T N T S A I e

LS BT R S R S 2 ST S

Padrao externo A I Tr ( min) ‘ | UY a+ bx l '

SR A S I e s e e K2 i o R L A A e S e 45 e AT S T S S N A A i i B T R e

PHPR-Za ¢ PI-IPR 2 I 983 | ¥ = 4655,4 + 4605,5X | o 99829

s e A e U A S A T p,T’; R T S U S ,»_‘-;,—v-.—»_dp-._e,,-,_ oo S e e e e oe e g

A Fig. 128, Pag. 146 mostra o cromatograma da resina de Protium heptaphyllum.
Para determinar o pico referente a mistura de o,3-amirina, uma amostra desta substancia na
concentra¢do de 1000ppm ( 1mg/mL) foi adicionada a resina na concentragdo de 3000ppm
(3mg/mL), filtrada e injetada sob as mesmas condicdes observando um aumento de
intensidade no pico com tg 9,61 identificado como a mistura de o,f-amirina Fig. 129, Pag.
146.

A quantificagdo da mistura binaria foi feita tomando-se como base a area dos picos
obtidos dos padrdes externos, cujo resultado mostra uma relagdo linear evidenciada pelo
coeficiente de correlagdo proximo a unidade. A determinagdo da concentragdo média obtida

em 3 mg de resina de Protium heptaphyllum analisada revelou o teor de 3 % da mistura.
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Figura 127 - Curva de calibrag@io da mistura binaria [ PHPR - 2a (5) e PHPR - 2b (6) ]
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Figura 128 - Cromatograma da resina de Protium heptaphyllum ( 3000 ppm ) em CLAE

com fase reversa ( C-18, Marca Labitron )
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Figura 129 - Cromatograma da resina de Protium heptaphyllum (3000 ppm ) apés

adi¢do da mistura de o-amirina e B-amirina (1000 ppm) em CLAE com fase
reversa ( C-18, Marca Labitron )
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. Material botanico: Coleta e Identificacio

A resina e as partes botanicas (caule, folhas e frutos de Protium heptaphyllum foram
coletados nos meses de Setembro e Novembro respectivamente de 1998 na localidade da
Chapada do Araripe-Crato-Ceara.

A resina e as partes botanicas (caule, folhas e frutos) de Protium tenuifolium foram
coletados em Dezembro de 2000 na localidade Sitio Buriti-Ubajara-Ceara.

A identificagdo botanica foi realizada pelo professor Edson Paula Nunes do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. Suas exsicatas encontram-se
depositadas no herbario Prisco Bezerra, pertencente ao Departamento de Biologia, sob os

numeros de registros 28509 e 30287 respectivamente.

8.2. Métodos cromatograficos

As cromatografias por absor¢do em colunas foram realizadas utilizando-se como
fase fixa silica gel 60S da Carlos Erba. Os parametros ( comprimento e didmetro) das colunas,
variaram de acordo com as massas das amostras a serem cromatografadas.

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em cromatoplacas
utilizando-se silica gel 60G da Vetec.

As revelacdes das substdncias nas cromatoplacas analiticas foram feitas pela
pulverizagdo com solu¢do de vanilina (CsHgO3) e acido perclérico (HCIO4) em etanol P.A,
com posterior aquecimento em estufa a 100°C, por um periodo de 3 minutos
aproximadamente. _

Foram utilizados no desenvolvimento das colunas cromatograficas e na placas
cromatograficas os seguintes eluentes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol), puros
€ em misturas binarias em ordem crescente de polaridade.

A anilise quantitativa da mistura o e B - amirina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foi realizada num aparelho Shimadzu LC-10AD com detector UV-VIS
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RID-10A e uma coluna analitica C;3 com dimensdes ( 250 x 4,60mm d.i) da LABTRON.

A curva de calibrac@o foi obtida usando-se o eluente CH;CN : H,O ( 6,5 : 3,5 ) com
fluxo de 0,7mL/min, comprimento de onda A = 225nm e solugGes padrdes nas concentragdes (

20— 120 ppm ) , a temperatura ambiente.

8.3. Métodos fisicos

8.3.1. Espectroscopia na regiao do infravermelho. (IV)

Os dados espectrais na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em um
espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-IR Espectrum 1000 do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara. Utilizou-se pastilhas de Brometo de

potassio (KBr) na analise das amostras solidas e filme nas amostras liquidas.

8.3.2. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de prétio ( 'H ) e de carbono-

13 (PC).

Os espectros de RMN ( 'H e "C ) unidimensional e bidimensional foram obtidos
em espectrometros Bruker, modelo Avance DPX — 300 e modelo Avance DRX — 500, do
Centro Nordestino de Aplicagdo e Uso da Resonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN)
da Universidade Federal do Ceara, operando na frequéncia do hidrogénio a 300 MHz e
500MHz, e na frequéncia do carbono a 75 MHz e 125 MHz respectivamente.

Os solventes utilizados para dissolugio das amostras na obtengdo dos espectros
foram: cloroférmio deuterado (CDCls), dimetil-sulfoxido deuterado (DMSO-dg), Piridina
deuterada (CsDsN) e metanol deuterado (CD3;OD).

Os deslocamentos quimicos (8) sdo expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de RMN de 'H, pelos picos pertencentes as moléculas
ndo deuteradas dos solventes deuterados utilizados: cloroférmio (8 7,24 ), dimetil-sulfoxido (&

2,49), piridina (88,71;7,55e7,19 ) e metanol (84,78 ). Nos espectros de
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carbono-13, os deslocamentos quimicos ( & ) foram referénciados pelos picos dos carbonos-13
dos solventes: cloroformio (& 77,0 ), dimetil-sulfoxido (8 39,7 ), piridina (& 123,5 ; 135,5 e
149,2 e metanol (6 49,0 ).

As multiplicidades das bandas de absor¢do dos hidrogénios nos espectros de RMN
"H foram indicadas segundo a convencdo: s ( singleto ), sl ( singleto largo ), d ( dubleto ), dl (
dubleto largo ), dd ( duplo dubleto ), t ( tripleto ),q ( quarteto ) e m ( multipleto).

Por meio da técnica DEPT com angulos de nutagdo de 135°, CH e CH3 com
amplitudes em oposi¢do aos CH,, determinou-se o padrdo de hidrogena¢do dos carbonos em
RMN "C, de acordo com a convengio: C ( carbono ndo hidrogenado), CH ( carbono
metinico), CH, ( carbono metilénico ) e CH; ( carbono metilico ). Os carbonos ndo

hidrogenados foram caracterizados pela subtracio do espectro DEPT 135° do espectro BB.

8.3.3. Espectrometria de massa ( EM )

Os espectros de massas dos Oleos essenciais extraidos de Protium heptaphyllum e
Protium tenuifolium foram obtidos no PADETEC da Universidade Federal do Cearé, em um
Espectrometro de massa Hewlett Parkard modelo HP-5971A , acoplado ao cromatografo gas-
liquido modelo HP-5890A série II ( CGL/EM ), usando uma coluna capilar DB-5 —
dimetilsiloxisano — com 30cm de comprimento, 0,25mm de diametro interno e 0,30mm de
didmetro externo, com gradiente de temperatura de 4 °C/min de 35 a 180°C e 20°C/min de
180 a 280°C, e temperatura do injetor de 250°C.

O espectro de massa do composto p-ment-3-eno-1,2,8 triol ( 25 ) foi obtido na
Universidade de Campinas — S&o Paulo, em um espectrometro de massa , aparelho VG
AUTOSPEC FYSONS INSTRUMENT.

8.3.4. Rotacdo otica — especifica

As rotagdes oticas especificas foram obtidas em um polarimetro da Perkim Elmer

modelo 341 do Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade Federal do
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Ceara. As medidas foram realizdas em comprimento de onda de 589 nm, a 20°C e na

concentrag@o de 2mg/mL.

8.3.5. Ponto de fusio ( p.f)

Os pontos de fusdo foram determinados em um equipamento Mettler com placa
aquecedora, modelo FP52 e unidade de controle FP5, do Departamento de Quimica Orgénica
e Inorganica da Universidade Federal do Ceara. As determinagdes foram realizadas a

velocidade de aquecimento de 2°C/min.

8.4. Constituintes volateis de Protium heptaphyllum e Protium Tenuifolium

O estudo dos constituintes volateis de Protium heptaphyllum foi realizado com os
oleos essenciais obtidos da resina, frutos verdes, frutos maduros, folhas e casca, enquanto que

o estudo dos constituintes volateis de Protium tenuifolium foi realizado com o 6leo essencial
dos frutos.

8.4.1. Obtencao dos dleos essenciais

50,0g de resina de Protium heptaphyllum foi acondicionada em um baldo com 1 litro
de capacidade, juntamente com 600mL de agua destilada e extraido pelo processo de
hidrodestilagdo. A mistura ( agua + oleo ) foi coletada em um aparelho tipo Cleavenger
modificado por Gottili2b®. Apés a extragio com vapor de 4agua, por 2 horas
aproximadamente, a mistura contida no doseador ( 6leo + agua ) foi separada usando-se um
funil de separa¢do. A fase organica foi devidamente seca com sulfato de soédio anidro e
filtrada, obtendo-se 5,5 g de 6leo ( 11 % ). O 6leo obtido foi analisado por cromatografia gas-
liquido, acoplado a espectrometria de massa (CGL/EM) ( Fluxograma 1, Pag. 152 ). As folhas
(400,0g ), frutos verdes ( 350,0g ), frutos maduros ( 500,0g ) e as cascas ( 550,0g ) foram
separados, e acondicionados individualmente em baldes de 6 litros de capacidade juntamente
com 2,5 litros de agua destilada e extraidos por hidrodestilagdo, obtendo-se 2,1 g ( 0,27 % ),
10,5g (3% ),
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7,5 g (1,50 %) e 0,6 g ( 0,11 % ) respectivamente. Os 6leos essenciais apresentaram cor
amarelo-claro, exceto o 6leo essencial das cascas de Protium heptaphyllum que apresentou
uma cor verde-claro.

Os frutos ( 800,0g ) de Protium tenuifolium foram acondicionados em baldo de 6
litros de capacidade, contendo 2,5 litros de agua destilada e extraido pelo processo de
hidrodestila¢@o, produzindo 22,0 g (2,76 % )..
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MATERIAL BOTANICO

Extragdo em doseador

Tipo Cleavenger

HIDROLATO || AGUA + OLEO

Separagdo

1= NaQSO4
2 - Filtragdo
¥ ,
OLEO ESSENCIAL | | SOLUCAO AQUOSA

Analise por CGL/EM

A4
IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES

Fluxograma 1 - Método de extra¢io do d6leo essencial do material botanico de Protium

heptaphyllum e Protium tenuifolium
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8.5. Isolamento dos constituintes quimicos fixos de Protium heptaphyllum

8.5.1. Obtencdo do hidrolato da resina de Protium heptaphyllum e obtencio do

composto PHPR-1

A hidrodestilagdo de 50g de resina forneceu um hidrolato ( 600 mL ) que apods

evaporagdo em banho maria obteve-se 1,2g de um po6 branco, o qual foi adsorvido em silica

gel e acondicionado em uma coluna contendo silica gel. Apods eluigdo com AcOEt puro e

misturas binarias de AcOEt / MeOH conforme ( Tab. 26, Pag. 153 ) as fragSes ( 42 — 46 )

eluidas com AcOEt / MeOH ( 4 : 1) foram reunidas apos andlise por cromatografia em

camada delgada (CCD) de silica gel, fornecendo 5,2 mg de um sélido branco, o qual foi

codificado de PHPR-1 Fluxograma. 2. Pag. 154 ).

Tabela 26 - Fragdes eluidas na CC do residuo do hidrolato.

B I R S P S R B S B R I S S P A IS RN e R R T

A Eluente

TS e SRR SRR A

" AcOEt
AcOEt / MeOH
AcOEt / MeOH
MeOH

A B R O S R S SR B S S S e

S s

Pi’oport;io

I Y T S R S AN O S RO

T A S R SR S

S— ~,F;;c%;;~owg~ﬂ~
33-56
57 - 80

81-95

e

R o P T AT R B SRR N R SR A
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" Extra¢do em doseador

tipo Cleavenger

“ HIDROLATO 'l AGUA + OLEO l'

Evaporacdo

MATERIAL

SOLIDO 1,2 ¢
34,

AcOEt AcOEt/MeOH | AcOEt/MeOH | MeOH
4:1 1
F[1-32] F[33-56] F[57-80] F[81-95]
130mg 320mg 280mg 170mg
F[ 42-46]
5,2mg
PHPR-1

Fluxograma 2 - Obtencio do composto PHPR-1 (25)
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8.5.2. Tratamento cromatografico da resina de Profium heptaphyllum;

20g de resina fresca foram adsorvidas em silica gel e acondicionadas em uma coluna
contendo silica gel. A eluicdo foi feita com hexano, CHClz , AcOEt e MeOH puros,

resultando nos seguintes eluatos conforme Tab. 27, Pag. 155.

Tabela 27 Coluna filtrante da resina fresca

Eluente Eluato Peso (g)

B N T B R B S IR AT AN R T L S O RSN T T MR S ST A N GBS T G S SIS0 50 T L AT A KT SEE REEd

Hexano RFH 1.1
CHCl3 RFC 5.2
AcOEt RFA 2.7
MeOH RFM 8,5

BB O T R N T D N B B N S S B S BT S T R SR R S I L T o S G (R S S I R T WA AT R R Y R L S S A

TOTAL e

T B S 0 O R T R R N A R T A o R S B A R T (R S TR T S S S SR S S SRR s

8.5.3. Tratamento cromatogrifico do eluato RFC e obtencio da mistura bindria
| PHPR-2a e PHPR-2b] e PHPR-3

O eluato RFC ( 5,2 g ) apresentou-se como um sélido de cor amarelo-claro. Este
solido foi adsorvido em silica gel e empacotado em coluna contendo silica gel, apos elui¢do
com hexano puro e mistura binaria de hexano / AcOEt conforme Tab. 28, Pag. 156, as
fragdes (46 — 48) foram reunidas ap6s analise por cromatografia em camada delgada de silica

gel, fornecendo 450 mg de um solido branco ( Fluxograma 3, Pag. 157).
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Tabela 28 - Frac¢des eluidas na CC do eluato RFC

PSP ]:]h;ent{e O ST vl;wr(;;);)r;:iqo S AR ,],? ;ac%; ;A A
P TI ’I&-fexa;o’ SUNSTRN g L e-,mrlm PENTSITRN [P e ,1,: Qﬁww_;m
Hexano/ AcOEt 9z 1 15-26
Hexano/ AcOEt 4:1 27-32
Hexano/ AcOEt 123 33-55
AcOEt 1 56 - 64
B TSP Tia R P A e o 0] L R T —

As fragdes (51 — 52) obtidas do fracionamento do eluato RFC ( Tab. 28, Pag. 156 )
foram reunidas apds analise por cromatografia em camada delgada de silica gel, fornecendo
(9,2mg) de um solido branco, o qual foi denominado de PHPR-3.

Os eluatos RFH, RFA e RFM resultantes da coluna filtrante da resina, foram
individualmente submetidos a sucessivas cromatografias de coluna com solventes puros e
misturas binarias AcOEt / MeOH em ordem crescente de polaridade, onde nenhum resultado,

nestas misturas complexas de dificil separagdo, foi obtido.
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RESINA
20g

Coluna filtrante

Hexano CHCl3 AcOEt MeOH
Y A 4 A 4 Y
RFH RFC RFA RFM
1,1g 52¢g 28¢g 85¢g
CC
Hexano Hexano / Hexano / Hexano /
AcOEt

AcOEt 9:1| AcOEt4:1 AcOEt 1:1

F[1-14] F[15-261| [[F[27-32]]| || F[33-551] |F[56-64]

y CCD
F[46-48] F[51-52]
450mg ‘ 9,2mg
PHPR-2a e PHPR-2b PHPR-3

Fluxograma 3 - Obten¢éiio da mistura binaria | PHPR-2a (5) e PHPR-2b ( 6 ) | e PHPR-3 (7)




158

PARTE EXPERIMENTAL — CAPITULO 08

8.5.4. Obtencio do extrato etanélico do lenho de Profium heptaphyllum

O caule de Protium heptaphyllum foi separado em lenho e casca. O lenho (2,5kg),
foi seco a temperatura ambiente (30°C), triturado e submetido a extracdo a frio em etanol. A
solugdo obtida foi destilada sob pressdo reduzida a temperatura média de 60°C, resultando

em um material solido de cor vermelha ( 24g) o qual foi denominado de EEL ( Fluxograma
4, Pag. 159).

8.5.5. Tratamento cromatografico de EEL e obtencio do composto PHPL-1

O extrato etanodlico do lenho ( EEL ) de Protium heptaphyllum (24g) foi adsorvido
em silica gel e acondicionado em uma coluna contendo silica gel. A elui¢do foi feita com

hexano, CHCl3, AcOEt e MeOH puros, conforme Tab. 29, Pag. 158.

Tabela 29 Coluna filtrante de EEL

SO—— Elue;t; Y T rﬁluatﬁow—ﬂ A P Pe;;)z g) R
Hexano EELH 0,2
CHCI; EELC 1,1
AcOEt EELA 3.2
MeOH EELM 8,0

No eluato ( EELC ) ocorreu a precipitagdo de um soélido, o qual foi lavado com
hexano e centrifugado, sendo esta operacdo repetida trés vezes, resultando em um solido de
cor verde claro (18mg) codificado PHPL-1

Os eluatos EELH, EELA e EELM, foram individualmente cromatografados em
coluna de silica gel , em solventes puros e misturas binarias de AcOEt / MeOH em grau
crescente de polaridade. Nenhum resultado quanto ao isolamento de outros constituintes foi

obtido.
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“ LENHO “
2,5Kg

- Secagem / Trituragéo
- Extragdo com etanol

- Evaporacgao

b

" TORTA Ex. EtOH (EEL)
24 ¢

CC

lHexa_no l CHCl; lAcOEt lMeOH
EELH EELC EELA EELM
02g 1,1g 32¢g 8,0¢g

- Precipitagéo

- Lavagem com Hexano

- Centrifugacéo

v

PHPL-1
18mg

Fluxograma 4 - Obtencio do extrato etandlico do lenho e obtencdo do composto PHPL-1 (17)
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8.5.6. Obtencio do hidrolato do fruto maduro de Protium heptaphyllum

500g de fruto maduro foram triturados e submetidos ao processo de hidrodestilagdo,
fornecendo um hidrolato o qual foi submetido a particio com AcOEt. A fragdo AcOEt foi
destilada a pressdo reduzida a temperatura média de 60°C aproximadamente, fornecendo um
material sélido amarelo ( 1,5g ), que foi posteriormente cromatografado. A fragdo aquosa
evaporada em banho maria forneceu ( 8 g ) de um material sélido de cor amarela (

Fluxograma 5, Pag. 162).
8.5.7. Tratamento cromatografico da fracio AcOEt e obtenciio do composto PHPFM-1

A fracdo AcOEt resultante da partigio do hidrolato do fruto maduro (1,5g) foi
adsorvido em silica gel e acondicionado em uma coluna contendo silica gel. Apoés elui¢do
com hexano, CHCl;, AcOEt e AcOEt / MeOH (1:1) conforme Tab. 30, Pag. 160 as fracdes

(81 — 100) foram reunidas, apos analise em CCD, para posterior fracionamento.

Tabela 30 Fracdes eluidas na CC da fragdo AcOEt do hidrolato do fruto maduro

S Fﬁluﬁen;eL e . ﬂP;(:[;(f) ;;:61; i s i e “]V?;'a;:ﬁesﬂ s ey
S Mﬁéxz;rir(; SR S——— i.ﬂ. NS T " M-wlo RSP
CHCl3 1 “ 11-24
AcOEt 1 25-100
AcOEt / MeOH k21 = 101 - 125

As fragdes (81 — 100) apés reunidas e secas a temperatura ambiente (30°C) para
resultou em um material s6lido amarelo (46mg) o qual foi 'adsorvido em silica gel e
acondiconado em uma coluna contendo silica gel. Apo6s elui¢do com hexano puro e mistura
binaria de CHCl3/ MeOH conforme Tab. 31, Pag. 161 as fragdes (7 — 9) foram reunidas apds
analise em CCD, fornecendo (6,7mg) de um so6lido amarelo, o qual foi codificado de PHPFM-
1.
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Tabela 31 - Fracdes eluidas na CC das fragdes (81 — 100)

PR s g Rl Pl R e gl R R o
Eluente

O T AT SN R DS AR D B N

Hexano
CHCl3 / MeOH
CHCIl; / MeOH

MeOH

O GAT BTGP T R AL T O
Proporcdes

A ST I AR AT A S 8 RS A

TR TR RGP FE S WG I ST WA E

SR ST TN R B R S ST SR B S S A G G A
Fracoes
BT S A SO SO OV R AT A AT S
1-5
6-23
24 -35

36 - 59

"SRR AT I DT W LD GO AT LN

S SR b et TS R e L B ol ]
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FRUTO MADURO
500 g

Extracdo em doseador
Tipo Cleavenger

| |

[AGua+01EO | [[HIDROLATO ]

AcOEt
I Fr. AcOEt Fr. AQUOSA
l Destilagéo Evaporacdo
| soLDO(15g) | SOLIDO (8 g)
I ¢ - l|
AcOEt / MeOH
CHClh AcOEt 153
F[11-24] F[25-100] F[101-125]
320mg 780mg 200mg
CCD
F[81-100] 46mg
lc c
Hexano CHCl; / MeOH CHCI3 / MeOH MeOH
4:1 1:1
F [1-5] F [5-23] F [24-35] F [36-59]
3,5mg 23mg 6,5mg - 8,5mg
CCD
F[7-9]

6,7mg PHPFM-1

Fluxograma 5 - Obtencéio do composto PHPFM-1 ( 26 )
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8.5.8. Obtencio do hidrolato do fruto verde de Profium heptaphyllum

350g de fruto verde foram triturados e submetidos ao processo de hidrodestilagdo,
fornecendo um hidrolato ( 2,5 L ) o qual foi submetido a particdo com AcOEt. A fragdo
AcOEt foi destilada a pressdo reduzida, fornecendo um material s6lido amarelo ( 0,08g ), que
foi posteriormente cromatografado. A fragdo aquosa evaporada em banho maria forneceu (

3,0g ) de um solido de cor amarela ( Fluxograma 6, Pag. 164 ).
8.5.9. Tratamento cromatografico da fracio acetato e obten¢io de PHPFV-1

A fragdo AcOEt resultante da particio do hidrolato do fruto verde (80mg) foi
adsorvido em silica gel e acondicionado em uma coluna contendo silica gel.

Ap6s eluigdo com hexano, CHClz P.A e mistura binaria AcOEt / hexano, AcOEt
P.A e mistura binaria AcOEt / MeOH conforme Tab. 32, Pag. 163 as fragdes (7 — 13) foram
reunidas, apds analise em CCD, deixando-se a temperatura ambiente (30°C) para evaporagio

do solvente, obtendo-se(18mg) de um sdlido amarelo codificado de PHPFV-1

Tabela 32 - Fracdes eluidas na CC da fragdo AcOEt do hidrolato do fruto verde.

e E et e
CHCls 1 4-6
AcOEt / Hexano 4:1 : 715
AcOEt 1 16— 20
AcOEt / MeOH 4:1 : 21-37
AcOEt / Mel £ | 38 —44
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FRUTO VERDE
350 ¢

Extracdo em doseador
Tipo Cleavenger

l l

AGUA + OLEO

HIDROLATO

l AcOEt
A 4 l

Fr. ACETATO Fr. AQUOSA
3,0g
Destilagdo
|| SOLIDO (80mg) "
Ce
Hexano CHCl; AcOEt/ AcOEt AcOEt/ AcOEt/
Hexano 4 : IV MeOH4:1 | MeOH2: 1
F[1-3] F[4-6] F[7-15] F[16-20]1 || F[21-37]| || F[38-44]
2,5mg 9mg 21mg 17mg 10mg 6mg

Joo

F[7-13] 18mg
PHPFV-1

Fluxograma 6 - Obtencio do composto PHPFV-1 (27)
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8.5.10. Obten¢do do extrato etandlico das folhas de Protium heptaphyllum

As folhas de Protium heptaphyllum foram separadas, secas a temperatura ambiente
(30°C), trituradas ( 1,2 Kg ) e submetidas a extragdo a frio em etanol. A solugdo obtida foi

destilada sob pressdo reduzida a temperatura média de 60°C, resultando em um material

solido de cor verde escuro ( 64 g ) codificado de EEF ( Fluxograma 7, Pag. 167 ).

8.5.11. Tratamento cromatografico de EEF e obtencio do composto PHPF-1
20g do extrato etandlico das folhas (EEF) foi adsorvido em silica gel e

acondicionado em coluna contendo silica gel. A elui¢do foi feita com hexano, CHCl;, AcOEt

e MeOH puros, resultando nos seguintes eluatos conforme Tab. 33, Pag 165.

Tabela 33 - Coluna filtrante do EEF

Wl QE R AT RIS NS W B A B A RIS BT R T AN NSO IS EERISVS ST IR SIS S ST RN IS &R @SS R A S T TS s
Eluente Eluato Peso (g)
bt S et e BE G R A ST S i g o M e e S S S S R Sl N R T T S s B S A g 8 A B T T
Hexano EEFH 1,6
CHCI; EEFC 11,5
AcOEt EEFA 2.8
MeOH EEFM 3,0
FUSR LB IS A S IR 0 T B S R O SRR T S AT R O S R S T RTES B STIA LO  L BR L 0 N ST T S RS R
Total 18,9
PR ST RS S T A S B S L P S SR R B AT e I i B RIS B G O S S ST AR ) SIS B S SR A R A S ST 0 T BT N R RS S A S e e

O eluato EEFA apresentou-se como um sélido de cor amarelo-claro. 330mg deste
eluato foram adsorvidos em silica gel e acondicionados em coluna contendo silica gel, apos
eluicdo com AcOEt puro e mistura binaria AcOEt / MeOH conforme Tab. 34, Pag. 166 as
fracdes (9 — 24) foram reunidas de acordo com a analise em cromatografia de camada delgada
(CCD), evaporada a temperatura ambiente (30°C) fornecendo 13mg de um solido amarelo

codificado de PHPF1.
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Tabela 34 - FragGes eluidas na CC do eluato EEFA

R -2 ad Sl LR S g e ARt S BT T A T T S N,

2 TE AT DR T PR LE SF 1 R LT RS RS AR A
Eluente Proporc¢ao Fracdes
TR RN LR TS OB IR SIS S SR PR WK R R SRR R D B S R AN SR S SO A D SV A BGOSR
AcOEt 1 1-79
AcOEt / MeOH 4:1 80-170
- AcOEt / MeOH 1:7% 171 - 200
e P T T T S O B S i L o T L 0 P S S L WD S 0 S S 5 0 0 i L 5 L B A B 0 ST 0 SR 2 I I LT R SR ST 8 R W A N AR A A

Os eluatos EEFH, EEFC e EEFM resultantes da coluna filtrante do extrato etanolico
das folhas foram cromatografados com solventes puros e misturas binarias em ordem
crescente de polaridade, onde nenhum resultado com relagdo ao isolamento de outros

constituintes presentes foi obtido.




167

PARTE EXPERIMENTAL — CAPITULO 08

1,5Kg

‘FOLHAS

- Secagem / Trituragéo

- Extracdo com etanol

- Destilagdo
TORTA || Ex. EtOH
64g [ EEF |
CcC
[20g]
Hexano CHCl3 AcOEt MeOH
EEFH EEFC EEFA EEFM
1,6g 11,5¢g 2,8g 3,0g
CcC
[ 330mg ]
AcOEt AcOEt/MeOH 4: 1 AcOEt/MeOH 1: 1

F|1-79] F[80-170 ]
230mg

CCD

45mg

F[9-24] 13mg
PHPF-1

F [ 171-200 ]

38mg

Fluxograma 7 - Obtencéio do extrato etanélico das folhas e obtenc¢io do composto PHPF-

1[28]
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8.6. Isolamento dos constituintes quimicos fixos de Protium tenuifolium

8.6.1. Obtencio do extrato etanolico das folhas de Protium tenuifolium

As  folhas de Protium tenuifolium foram separadas, secas a temperatura
ambiente(30°C), trituradas ( 1,5 Kg ) e submetidas a extracdo a frio em etanol. A solugdo
obtida foi destilada sob pressdo reduzida a temperatura media de 60°C, resultando em um

material solido de cor verde escuro (80g) denominado de EEFPT ( Fluxograma 8, Pag. 173 ).

8.6.2. Tratamento cromatografico de EEFPT

7g do extrato etandlico das folhas (EEFPT) foi adsorvido em silica gel e
acondicionado em coluna contendo silica gel. A elui¢do foi feita com hexano, CHCl;, AcOEt

MeOH puros, conforme Tab. 35, Pag. 168.

Tabela 35 - Coluna filtrante do EEFPT

e R A T B S A T S S S T R o P D B o A R B e D A B S 0 S S o T, i B P 0 Y 0 T S A o A 00 S L L B S L e

Eluente Eluato Peso (g)
I A R N A T A R S R N S T R 0 2 U o S R R AR S T B L TR T WIS SN A TR AN B I S SR A e e
Hexano EEFHPT 0,2
CHCl3 EEFCPT s 8o
AcOEt EEFAPT 0,7
MeOH EEFMPT - 2,9
O N N S o L e 0 o S G 7 B O o 0 L A R i R S o L o R T 300 B W 30 o 0 P10 S 3 0 A R B30 T 8™ T A A 30 S G 8 0 3y o 5 A e
TOTAL 6,3
G PSS D0 AR I B AT IO B Y O B TR T B W S SIS D AN R B T S W ST B SR & 0 S R S MR SRS S SR R
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8.6.3. Tratamento cromatografico de EEFMPT e obtenc¢io do composto PTF-1

O eluato EEFMPT apresentou-se como, um solido de cor amarelo-claro. 3,0 g deste
eluato foram adsorvidos em silica gel e acondicionados em coluna contendo silica gel, ap6s
elui¢do com AcOEt, AcOEt/MeOH (9 : 1), conforme Tab. 36, Pag. 169.

Tabela 36 - Fragoes eluidas na CC do eluato EEFMPT

T 4 S B A o B A I A A S G 5 B o S G B0 T T S 0 0 P 00 7 LR 050 e 0 0 0 T ST 280 ST O G S T AR B 2 R N S R 3 R R S

Eluente Proporg¢des Fragdes

AN AT TR G A A R SR A R R L T R SR S B AR AR B S B SR W

A .{‘.‘A_:}EEE-‘t = 1 = 1 ? 44 SR A SV 4
AcOEt / MeOH 9:1 45 - 101

B B R R R O B R B A O T s e o T B i O B G L T B A B 0 B A 0 T 0 S Y B Sl O i RS S0 "Bl

As fragdes ( 1 — 44 ) foram reunidas de acordo com a analise em cromatografia de
camada delgada (CCD), evaporada a temperatura ambiente (30°C) fornecendo 274 mg de um
material solido de cor amarela.

As fragdes ( 1 — 44 ) reunidas, foram submetidas a cromatografia em coluna flash
eluidas com AcOEt sendo entdo coletadas fragdes de 1 — 75. De acordo com a analise em
CCD a fragdo 75 foi recromatografada em coluna flash eluida com AcOEt/ MeOH ( 9 : 1),
sendo reunidas as fragdes 11 — 25 apos analise em CCD resultando em 18 mg de um sélido

codificado de PTF-1.

8.6.4. Tratamento cromatograifico de EEFAPT e obtencido do composto PTF-2

O eluato EEFAPT apresentou-se como um solido amarelo ( 700 mg ). 103,2 mg deste
solido foi submetido a cromatografia em coluna sephadex-LH20 e eluido em MeOH, as
fragdes ( 63 — 110 ) foram reunidas ap6s cromatografia em camada delgada (CCD) obtendo-se
94 mg de um soélido que foi recromatografado em coluna flash eluido em AcOEt / CHCl3-5%
. As fragdes ( 87 —111 ) foram reunidas apOs cromatografia em camada delgada (CCD)

resultando em 11 mg de um s6lido amarelo codificado de PTF-2.
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FOLHAS
1,5Kg

- Secagem / trituragdo
- Extrag¢@o com etanol

- Destilagdo
Ex. ETANOLICO || TORTA
EEPTF [ 80g] ,
lC Cl[7g]
AcOEt MeOH
EEFAPT EEFMPT
700m g 30g
Coluna sephadex — 0,103g
em MeOH AcOEt AcOEt9 /_l\i/IeOH
F[63-110] 94mg
Coluna flash F (63 —110) " s S F[45-101] 1,5¢
em AcOEt / CHC3-5% <
Coluna flash AcOEt
F[1-111]85mg
| F[1-75]38mg
CCD Coluna ﬂ_ash AcOEt / MeOH
9:1deF[75]
F[87-111]
PTF-1

Fluxograma 8 - Obtencio do extrato etanélico das folhas de Protium tenuifolium

e obtencio dos compostos PTF —1 (29) e PTF -2 (30)
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8.6.5. Obtencio do extrato etanélico das cascas de Protium tenuifolium

As cascas de Protium tenuifolium foram separadas, secas a temperatura ambiente (

30°C), trituradas ( 1,2 Kg ) e submetida a extragdo a frio em etanol. A solugdo obtida foi

destilada sob pressdo reduzida a temperatura média de 60° resultando em um solido vermelho

(15 g ) denominado de EECPT ( Fluxograma 9, Pag. 175).

8.6.6. Tratamento cromatografico de EECPT e obten¢io do composto PTC-1

O extrato etandlico ( 15 g ) foi adsorvido em silica gel sendo a elui¢do realizada com

CHCl3, AcOEt e MeOH puros,

conforme Tab. 37, Pag. 171

Tabela 37 - Coluna filtrante do EECPT

P S RN S R T R TR A R TR R B

FEluente

PR BN SR WY N B YT SR A N I R

CHCl3
AcOEt
MeOH

R S B R R RO SR R S B A A

YR SRR B R I S S BB S R R R AT T

S SRR & BUS B IS T G AR N2 A

Eluato

I A A G R AT T B A SR N A AR

EECCPT
EECAPT
EECMPT

T R R S I S T AR B M T S Y R I S AR

S ST LSRRI 0D B ) RS S T RV A o A

Peso (g)

A O XY D S BT S SR S BN SR WA A

2,0
35
7,0

BT B T S D L W R A ST R

12,5

A R R S R R A R A WS S S

O composto codificado de PTC-1 resultou da precipitagio da fragdo AcOEt ( 11mg ) o

qual foi filtrado e lavado em AcOEt e apresentou-se como um solido branco.
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CASCA MOIDA
1,2 Kg
- Secagem / trituragdo
- Extrag@o com etanol
- Destilacdo
Ex. EtOH “ TORTA
1S¢g
54 8
l CHCl3 l AcOEt l MeOH
EECCPT EECAPT EECMPT |
2g 35¢g 7g
- precipitac@o
- filtragdo e lavagem
com acetato
\ 4
PTC-1
10 mg -

Fluxograma 9 - Obtencio do extrato etanélico da casca e obtencio do composto PTC-
1(31)




173

PARTE EXPERIMENTAL — CAPITULO 08

8.7. Obtencio de derivados

A mistura binaria de o,3-amirina [ PHPR-2a ¢ PHPR-2b ], isolada nas fragdes ( 46 —
48 ) do eluato RFC ( Tab. 28, Pag. 156 ) da coluna filtrante foi submetida a reagdes de:
formilagdo, oxidagio de Jones, acetilagdo e esterificagdes de acordo com os seguintes

procedimentos:

8.7.1. Obtencio do formiato de a,B-amirina [ FPHPR-2a (32) e FPHPR-2b (33) |

A um baldo de 50mL conectado a um condensador de refluxo contendo tubo secante
com CaCl,, adicionou-se 100mg ( 0,23 mmol ) da mistura binéria de o,f-amirina, 0,2mL
(0,47mmol) de acido formico ( 89,9 % ) e 2 gotas de acido perclérico (HCIO4).O sistema foi
mantido em um banho de agua a 55°C, com agitacdo magnética por 2 horas. O baldo foi
removido do banho e resfriado a temperatura ambiente (30°C), em seguida adicionou-se 2mL
de anidrido acético e 30 mL de agua com o sistema em agitagdo. Apés a adigdo da agua
formou-se um precipitado, o qual foi filtrado & vacuo e lavado quatro vezes com pequenas

por¢des de agua, sendo entdo, seco sob vacuo em dessecador contendo silica, obtendo-se
104,6 mg ( 98 % ).

8.7.2. Obtencio de o,p-amirinona [ AMPHPR-2a (34) e AMPHPR-2b (35) |

A um baldo de 50mL conectado a um funil de adi¢cdo adicionou-se 220mg ( 0,52
mmol ) da mistura binaria de o, B-amirina, 44mL de acetona, a esta solugdo adicionou-se
2.3mL do reagente de Jones ( dicromato de potéssio + acido sul.ﬁlrico concentrado ) gota a
gota sob agitagdo magnética por 5 minutos a temperatura ambiente (30°) em atmosfera de
nitrogénio. Ap6s a constatagdo da ocorréncia da reagéo por meio de CCD, o produto formado
foi extraido com trés porgdes de 25mL de éter etilico em um funil de separagdo. A fase
éterea foi lavada com agua, separada em um funil de separacgdo e tratada com sulfato de sodio

anidro, rotoevaporada sob pressdo reduzida, obtendo-se 119,4 mg ( 60 % ).
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8.7.3. Obtencéo de acetato de a,f-amirina [ APHPR-2a (36) e APHPR-2b (37) ]

Em um baldo de 50mL conectado a um condensador de refluxo contendo tubo
secante com CaCl, adicionou-se 100mg ( 0,23 mmol ) da mistura binaria de o,B-amirina,
ImL de piridina e 2mL (2,1mmol) de anidrido acético. O sistema foi deixado a temperatura
ambiente (30°) sob agitacdo magnética por 24 horas. Apos a constatagdo da ocorréncia da
reacdo por meio de CCD, adicionou-se 20mL de uma solug@o aquosa saturada de sulfato de
cobre e 30 mL de éter etilico, em um funil de separago fez-se a extragdo da fase organica, a
qual foi tratada com sulfato de sodio anidro e evaporada em rotovapor sob pressdo reduzida,
obtendo-se 98,6 mg ( 86 % ).

8.7.4. Obtencio de benzoato de a-amirina [ BPHPR-2a (38) e BPHPR-2b (39) |

A um baldo de trés bocas conectado a um condensador de refluxo contendo tubo
secante com CaCl,, adicionou-se 100mg ( 0,23 mmol ) da mistura binaria de o,f3-amirina,
0,15mL (1,3mmol) de cloreto de benzoila e 10mL de benzeno. O sistema foi mantido a 55°C
em banho de agua por 7 horas sob agitagdo magnética. A analise em CCD mostrou presencga
de impurezas. A solugdo foi rotoevaporada, visando a purificacdo da substdncia, o produto
bruto foi submetido a CC usando-se Hexano / CHCI; como solvente, obtendo-se 30 fragdes.

De acordo com a CCD as fragdes 11 — 15 foram reunidas, fornecendo 35mg ( 48 % ).
8.7.5. Obtencio de cinamoil de o,3-amirina | CPHPR-2a (40) ] e CPHPR-2b (41) ]

8.7.5.1. Preparaciio do cloreto de cinamoila.

A um baldo monotubulado, conectado a um condensador de refluxo contendo um tubo
secante com CaCl,, adicionou-se 2,67g de acido cindmico (0,0émol), 4,5mL de cloreto de
tionila , 10mL de benzeno absoluto e uma quantidade catalitica de cloreto de zinco. A
mistura foi refluxada por 3 horas e o excesso de SOCI, foi removido rotoevaporando com
duas porgdes de 10 mL de benzeno absoluto. O produto foi destilado, obtendo-se 2,80 g ( 93,
3%).
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8.7.5.2. Obtencio de CPHPR-2a (40) e CPHPR-2b (41)

A um baldo de trés bocas, conectado a um condensador de refluxo e tubo secante
com CaCl,, adicionou-se 100mg (0,23mmol) da mistura binaria de o,f-amirina , 195mg
(1,2mmol) de cloreto de cinamoila e 10mL de diclorometano. O sistema foi mantido em um
banho de agua a 55°C por
7 hora sob agitagdo magnética. A analise por CCD mostrou que a solugdo continhas outras
substancias além da desejada. A soluc@o foi rotoevaporada e cromatografada em CC usando-
se Hexano / CHCl; como solvente, obtendo-se 32 fragdes. De acordo com a CCD as fragdes 5

— 25 foram reunidas, fornecendo 53 mg ( 41 % ).
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8.8. Avaliacio da atividade farmacologica

8.8.1. Avaliacao da atividade antimicrobina

A atividade antimicrobiana foi realizada no laboratério de microbiologia do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farméacia, Odontologia e
Enfermagem da Universidade Federal do Ceara. Utilizou-se a técnica de difusdo em meio
sélido de acordo com a Farmacopéia Brasileira®.

Suspensdes microbianas constituidas de cinco espécies de microorganismos: as
bactérias Staphylococcus aureus ( ATCC 6538p ), Escherichia coli ( ATCC 1053C ),
Pseudomonas aeruginasa ( ATCC 15442 ) e Salmonella cholerae-suis ( ATCC 10708 ) e a
levedura Candida albicans ( ATCC 10231 ), obtidas a partir de culturas em Caldo BHI com
densidades ajustadas a turvagdo do tubo com 0,5 da escala de McFarland ( 10® UFC/mL)
foram semeadas na superficie de 4gar Muller-Hintion, com auxilio de “swab” estéril de
modo a obter-se um crescimento uniforme e confluente. Sobre o meio semeado foram feitos
pogos com didmetro de Smm. Nesses pocos foram aplicados 25ul.  das diferentes
concentracdes da resina, dos 6leos essenciais da resina, dos frutos verdes e dos frutos
maduros e das substincias isoladas de Protium heptaphyllum e Protium tenuifolium, bem
como o controle negativo e positivo.

As placas permaneceram incubadas por 18-20 horas a 35°C , com a leitura dos halos
de inibigdo feita com regua especial, através do fundo da placa, com iluminagdo contra um
fundo escuro.

Para os 0leos com significativa atividade antimicrobiana foi obtida a Concentragdo
Inibitoria Minima ( CIM ), cujos resultados sdo mostrados nas Tabs.18 ,19, 20, 21 Pags.135,

136, 137 respectivamente.
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8.8.2. Medida de inibi¢cAo da atividade de acetilcolinesterase (AchE)

Os testes foram realizados no departamento de Quimica Orgédnica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara, de acordo com a metodologia desenvolvida por Rhee et al®.

A resina, os extratos etandlicos do caule e das folhas e as substancias [( PHPR-2a e
PHPR-2b), PHPFM-1, PHPFV-1, PHPF-1 ]| isoladas de Protium heptaphyllum, juntamente
com os extratos etanolicos do caule e das folhas de Profium tenuifolium foram dissolvidos em
cloroféormio e feitas diluigdes até um fator de 1 pg/mL e aplicadas em uma placa
cromatogréfica de aluminio (5.0uL). Borrifou-se a placa com as solugdes de 1 mM de Acido
5,5 Ditiobis-[2-nitrobenzéico] ( reagente de Ellman, DTNB ) e iodeto de acetilcolina (ACTI )
1mM, apds 3 minutos borrifou-se a enzima acetilcolinesterase ( AchE ) 3 U/mL, e apos 10
minutos ocorreu o aparecimento de uma colora¢do amarela contrastando com a zona onde

houve inibig¢do da enzima.

8.8.3. Avaliacio da atividade antiinflamatério

A avaliagdo da atividade antiinflamatoria foi realizada no laboratério de
neurofarmacologia do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
do Ceara.

As amostras para testes foram preparadas utilizando-se a mistura de o-amirina e -
amirina em 0,5% de tweem em forma de suspensdo em agua destilada, a qual foi sonicada
por 5 minutos.

Foram utilizados neste trabalho camundongo de 20 a 30 g, macho, do biotério da
Universidade Federal do Ceara, em temperatura ambiente, luz de 6:00 as 18:00 horas, com
livre acesso a comida e agua.

Fez-se uso dos seguintes reagentes: carragenina e indometacina do laboratério Sigma.

Acido acético e tweem 80 do laboratorio Reagen.
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8.9. Anilise quantitativa da mistura biniria de [ a-Amirina e B- Amirina | na resina de

Protium heptaphyllum

As determinagdes analiticas foram realizadas no Departamento de quimica Orgénica e
Inorgéanica da Universidade Federal do Ceara, num aparelho Shimadzu RID-10 A, equipado
com detectores de indice de refracdo e ultravioleta, utilizando-se coluna Park — C18 ( Labtron

)(250mm x 4,6 mmD. 1 ;5 mm).

8.9.1. Obtencéo da curva padrio de calibracio ( método do padrio externo )

A curva padréo foi obtida fazendo-se uso da fase mével acetonitrila : agua ( 6,5 : 3,5 )
com velocidade de fluxo igual a 0,7 mL/min, e operando em um comprimento de onda igual a
225 nm. As solugdes padrdes foram preparadas por diluigdo adequada, a partir de uma
solug@o estoque de 1000 ppm, dentro da faixa de 20 - 120 ppm com variagao constante na
concentragdo. A curva padréo foi obtida apos regressdo linear dos dados plotando-se a area
do pico de cada amostra padrdo versus concentragdo, obtendo-se um coeficiente de correlagéo

proximo da unidade.
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9. CONCLUSOES

Através do levantamento bibliografico realizado sobre os constituintes fixos do
género Protium heptaphyllum e Protium tenuifolium foi constatado que ndo ha uma classe
de compostos dominante caracteristica destas espécies, entretanto os triterpenos sdo 0s
que mais aparecem, e que apesar do conhecimento e uso popular € ainda muito reduzido o
numero de trabalhos cientificos, especialmente do Protium tenuifolium que apresenta
apenas um trabalho com relato na literatura.

Embora os compostos: p-ment-3-eno-1,2,8-triol ( 25 ), quercetina-3-O-ramnosil ( 26
), (-)-epicatequina ( 27 ) e quercetina ( 28 ) estejam sendo relatados pela primeira vez na
espécie Protium heptaphyllum, vale ressaltar o isolamento da mistura binaria de oi-amirina
(5) e PB-amirina ( 6 ), ja isolada na espécie, com comprovado efeito antiinflamatorio, o
que credéncia como provaveis constituintes responsaveis por esta atividade, atribuida a
resina desta espécie pela medicina popular.

Os testes de inibigdo da atividade de acetilcolinesterase realizados com as
substancias isoladas e extratos etanolicos mostraram que o composto (-)-epicatequina (27)
¢ bastante promissor, fazendo do Protium heptaphyllum um género de interesse para o
fracionamento e estudo com esta finalidade.

A andlise quantitativa realizada por CLAE da mistura o,-amirina mostrou que
estes constituintes, embora de facil isolamento, ndo constituem componentes majoritarios
na composi¢ao da resina.

Quanto aos 6leos essenciais da resina e frutos maduros de Protium heptaphyllum e
frutos de Protium tenuifolium, estes apresentaram atividade antimicrobiana significativa,
frente a bactérias e fungos nas cepas em que foram testados. A atividade frente a Candida
albincans € digna de nota, e também de proje¢do para outros fungos pertinentes.

Os resultados farmacologicos dos testes realizados em camundongos com a mistura
o-amirina e -amirina sugerem que a mesma possui significativa atividade

antiedermatogénica e antinociceptiva.
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10. CONSTANTES FISICAS, DADOS  ESPECTROSCOPICOS E
ESPECTROMETRICOS

10.1. PHPR-1 (25) : p-ment-3-eno-1,2,8-triol

FM = CyoH1503
PM=186um.a
PF=137-137,8°C

Aspecto = solido amorfo branco
Solubilidade = Metanol

[a]p? =+ 2° (c, 0,2 ; MeOH)

Espectroscopia na regiiio do infravermelho (IV), KBr (cm’l):
3293 ,3217,2976,2928 , 1458 , 1366, 1321, 1135 , 711

Espectometria de massas (70eV)
m/z: 95 (100%) , 59 (50%) , 43 ( 70%)

Espectroscopia de RMN "H (500 MHz, CD;0OD): Tab. 4, Pag. 29

Espectroscopia de RMN °C (125 MHz, CD;0D):  Tab. 4, Pag. 29
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10.2. [ PHPR-2a (5) e PHPR-2b (6) ]: 3B-hidroxiurs-12-eno(a-amirina) e 33-hidroxiolean-

12-eno(B-amirina) respectivamente.

(5)-R1=CH3;R2=H
(6)-Ri=H;R,;=CHy

F.M = C30Hs00 (5) , (6)
PM=426uma
PF=179-181°C

Aspecto = s6lido amorfo branco

Solubilidade = cloroférmio

Espectroscopia na regifio do infravermelho (IV), KBr (em™):
3307, 2946, 1460, 1383, 1035, 995

Espectroscopia de RMN "H (500 MHz, CDCl;): Tab. 5, Pag. 39

Espectroscopia de RMN °C (125 MHz, CDCl;): Tab. 5, Pag. 39
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10.3. PHPR-3 (7) : 3B3,16B-diidroxi-urs-12-eno (breina)

F.M = C30Hs002
PM=442uma
PF=217-219°C

Aspecto = solido amorfo branco
Solubilidade = cloroféormio
[a]p™ =+ 61°(c, 0,2 ; CHCl3)

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz , CDCls): Tab. 7, Pag. 48

Espectroscopia de RMN °C (125 MHz, CDCL): Tab. 7, Pag. 48
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10.4. PHPL-1 (17): 6-metoxi-7-hidroxicumarina ( escopoletina)

FM = C;oHgO4

PM=192uma
P.F=205-205,5°C

Aspecto = s6lido amorfo amarelado

Solubilidade = Dimetilsulfoxido

Espectroscopia na regido do infravermelho (IV), KBr (em™):
3338, 1704, 1565, 1510, 1291, 1139, 1018, 591

Espectroscopia de RMN "H (500 MHz, DMSO): Tab. 8, Pag. 54

Espectroscopia de RMN “C (125 MHz , DMSO): Tab. 8, Pag. 54
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10.5. PHPFM-1 (26) : quercetina-3-O-ramnosil

F.M = C21H20011

PM=448 um.a

P.F =247 - 248°C

Aspecto = solido cristalino amarelo
Solubilidade = metanol

[a]p?® =-56° (¢, 0,2 ; MeOH)

Espectroscopia na regidio do infravermelho (IV), KBr (cm™):
3428, 1655, 1606, 1507, 1456, 1118, 1090, 816

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CD;0OD): Tab. 9, P4g. 61

Espectroscopia de RMN C (125 MHz, CD;0D): Tab. 9, Pag. 61
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10.6. PHPFV-1 (27) : 3,3 4 ,5,7-pentahidroxiflavonol [ (-)- epicatequina ]

F.M = Cy5H;,06

PM=288 um.a
P.F=229-230°C

Aspecto = s6lido cristalino amarelo

Solubilidade = metanol

Espectroscopia na regifio do infravermelho (IV), KBr (cm™):
3456, 1622, 1522, 1469, 1144, 1094, 797

Espectroscopia de RMN "H (500 MHz, CD;OD): Tab. 10, Pag. 71

Espectroscopia de RMN “C (125 MHz, CD;0OD): Tab. 10, Pag. 71
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10.7. PHPF-1 (28): 3,5,7,3 ,4 -OH-flavonol (quercetina)

FM = C;5H;007

PM=302um.a

P.F=232-234°C

Aspecto = solido cristalino amarelo laranja

Solubilidade = metanol

Espectroscopia na regido do infravermelho (IV), KBr (cm™):
3423, 2921, 1658, 1610, 1519, 1166, 824

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CDs;OD): Tab. 11, Pag. 79

Espectroscopia de RMN °C (125 MHz, CD;OD): Tab. 11, Pag. 79
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10.8. PTF-1(29): 1-O-etilglicose

FM = CgH1606
PM =208 um.a

[a]p™ = —36° (¢, 0,2 em MeOH )
Aspecto = material viscoso. amarelo claro
Solubilidade = metanol

Espectroscopia na regido do infravermelho (IV), KBr (cm™)
3505, 1654, 1076, 1038

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CD;0D): Tab. 12, P4g. 84

Espectroscopia de RMN *C(125 MHz, CD;OD): Tab. 12, Pag. 84
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10.9. PTF -2 (30) : Campferol-3-O-ramnosil

F.M = C21H20010
PM=432uma
PF=172-174°C

Aspecto = s6lido amarelo amorfo

Solubilidade = metanol

Espectroscopia na regiiio do infravermelho (IV), KBr (cm™):
3412, 1647,1509, 1454, 1177, 1089, 967

Espectroscopia de RMN 'H ( 500 MHz, CD;OD ): Tab. 13, Pag. 92

Espectroscopia de RMN"C (125 MHz, CD3;0D) : Tab. 13, Péé. 92
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10.10. PTC-1 (31) : glicosideo do [-sitosterol

F.M = C35Hg006
PM=576um.a

P.F =290 -292°C

Aspecto = solido branco amorfo

Solubilidade = piridina

Espectroscopia na regidio do infravermelho (IV), KBr (cm™):
3440, 2936, 1637, 1461, 1375, 1067, 1023

Espectroscopia de RMN "H (500 MHz, piridina): Fig. 75, Pag. 101

Espectroscopia de RMN C (125 MHz, piridina): Tab. 14, Pag, 99
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10.11. Derivados [ FPHPR-2a (32) e FPHPR-2b (33) |: formiato de c-amirina e formiato

de B-amirina

(32)-R1=CH3;R2=H
(33)-R1=H;R2=CH3

F.M = C3;Hse0; (32), (33)
PM=454um.a
PF=167-168°C

Aspecto = s6lido amorfo branco

Solubilidade = cloroformio

Espectroscopia na regiio do infravermelho (IV), KBr (em™):
2933, 1718, 1460, 1377, 1177

Espectroscopia de RMN H (500 MHz, CDCl;): Fig. 80, Pag. 105

Espectroscopia de RMN B3C (125 MHz, CDCls): Tab. 15, Pag. 118
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10.12. Derivados [ AMPHPR-2a (34) e AMPHPR-2b (35) ]: 12-ursen-3-ona (o.-amirinona)

e 12-oleanen-3-ona (B-amirinona)

(34)-R1=CH3 ;R2=H
(35)-R1=H;R2=CH3

F.M = C30Hss0 (34) , (35)
PM=440um.a
PF=145-147,5°C

Aspecto = so6lido amorfo branco

Solubilidade = cloroformio

Espectroscopia na regifio do infravermelho (IV), KBr (em™):
2947, 1705, 1459, 1382, 1000

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCls): Fig. 84, Pag. 108

Espectroscopia de RMN BC (125MHz, CDCl;): Tab. 15, Pag. 118
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10.13 Derivados [ APHPR-2a (36) e APHPR-2b (37) |: acetato de o-amirina e acetato

de B-amirina

(36)-R;=CH; ; R, =H
(37)-R1=H;R2=CH3

FM = C3,Hs5,0, (36) , (37)
PM=468um.a

PF=192 -193.5°C

Aspecto = s6lido amorfo branco

Solubilidade = cloroférmio

Espectroscopia na regiiio do infravermelho (IV), KBr (em™):

2949, 1735, 1654, 1370, 1247, 1025
Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl;): Fig. 88, Pag. 111

Espectroscopia de RMN °C (125 MHz, CDCl;): Tab. 15, Pag. 118
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10.14. Derivados [ BPHPR-2a (38) e BPHPR-2b (39) |: benzoato de o-amirina e

benzoato de [3-amirina)

(38)-R1=CH3;R2:H
(39)-R1=H;R2=CH3

F.M = C37Hs40, (38) , (39)
PM=518uma
PF=181,6-182,7°C

Aspecto = solido amorfo branco

Solubilidade = cloroférmio

Espectroscopia na regiio do infravermelho (IV), KBr (em™):
2924, 1714, 1452, 1380, 1277, 707

Espectroscopia de RMN "H (500 MHz , CDCl;): Fig. 92, Pag. 114

Espectroscopia de RMN °C (125 MHz, CDCl;): Tab. 15, Pag. 118
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10.15. Derivados [ CPHPR-2a (40) e CPHPR-2b (41) ]: cinamato de o-amirina e cinamato

de B-amirina

(40)-R1:CH3;R2=H
(41)-R1=H;R2=CH3

CeHsCH=CHCO5,

F.M = C39Hs560, (40) , (41)
PM=543uma

PF =178 - 179,6°C

Aspecto = s6lido amorfo branco

Solubilidade = cloroférmio

Epectroscopia na regifio do infravermelho (IV), KBr (cm™):

2947, 1711, 1453, 1376, 1173, 766
Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCL): Fig. 96, Pag. 117

Espectroscopia de RMN °C (125 MHz, CDCl;): Tab. 15, Pag. 118
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