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RESUMO

As investigagdes quimicas com a casca do caule de Vochysia divergens
Pohl (Vochysiaceae) (usada na medicina popular no combate a asma e as
infecg:ées respiratorias) levaram a obtengdo de B-sitosterol, acido betulinico,
écidd sericico, e uma mistura de acido sericico e acido 24-hidroxitorméntico. O
acido sericico puro foi submetido a reagdes de. esterificagdo com 1-bromo-2-
fenil-etanona, e com 1-bromo-(4’-bromo)-2-fenil-etanona, enquanto a mistura
de 4cido sericico e acido 24-hidroxitorméntico foi submetida a reagdes de

acetilagéio, esterifica¢do com diazometano, e oxidagio com periodato de sédio.

Da casca do caule de Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler (Lauraceae)
(usada na medicina folclorica como descongestionante e fortificante) 'foi
obtida uma mistura dos esteroides [-sitosterol, campesterol e estigmaéterol,

além de 4cido 24-hidroxitorméntico puro.

Foram realizados testes biologicos e farmacolégicos com compostos
puros e misturas obtidas a partir dos dois vegetais, € também com seus

derivados.

~ Foi confirmado o efeito antiinfeccioso de Vochysia divergens Pohl,
tendo presente que o 4cido sericico ¢ ativo contra as bactérias patogéniéas:
Staphylococcus aur‘eus;.Shigella flexinere; Salmonella typhimurium; e contra
Streptococcus sp ; enquanto a mistura de 4cido sericico e de 4cido 24-
hidroxitorméntico, isolada da mesma planta, também mostrou atividade contra

Staphylococcus aureus € Salmonella typhimurium.

O 4acido sericico foi eficiente, também, em combater os fungos
patogénicos Candida albicans, Candida tropicalis e Penicillium.
O 4cido sericico, o é&cido 24-hidroxitorméntico, € o0s compostos

sintetisados a partir deles, foram submetidos a testes de atividade analgésica no



XX

modelo de dor causada pela injegdo intraplantar de formalina em
camundongos, sendo que todos inibiram de forma significativa tanto a dor de
‘origem neurogénica (primeira fase), quanto a dor de origem inflamatoria
(segunda fase), induzidas pela formalina. | |

As atividades antirﬁicrobianas e analgésicas descritas para o acido

sericico e para o acido 24-hidroxitorméntico, justificam o uso de Vochysia

divergens e de Ocotea suaveolens na medicina popular.
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ABSTRACT

From the stem Barks of Vochysia divergens Pohl (Vochysiaceae) it was -
obtained B-sitosterol, betuli_hic acid, sericic acid, and a mixture of sericic acid
~and 24-hydroxytormentic acid. Pure sericic acid was esterified with 1-bromo-
.2—pheny1-ethanone and ’with 1-bromo-(4’-bromophenyl)-ethanone, and the
| mixture. of sericic acid and 24-hydroxytormentic acid was S_ubmitted to
reactions of acetylation, sterification with diazomethane, and oxidation with
sodium periodate.

"From the stem barks of Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler
(Lauraccaé), were obtained pure 24-hydroxytormentic acid, and a mixture of

B-sitosterol, campesterol and stigmasterol.

The pure compounds and the mixtures of substances obtained from the
two plants, as well as their derivatives, were submitted to tests for the

determination of biological and pharmacological activities.

Sericic acid, obtained from Vochysia divergens, was active against the
~ pathogenic bacteria Staphylococcus aureus, Shigella flexinere, Salmonella
'typhimurium; and Streptococcus sp. It was also active against the fungii

Candida albicans, Candida tropicalis and Penicillium.

Sericic acid, 24-hydroxytormentic acid, and the compounds obtained
from them, were tested for antinociceptive activity in the model of pain caus‘ed
by the intraplantar .injection of formalin in mice. All the tested substances
inhibited the neurogenic pain (first phase) and the inflammatory pain (second
phase) caused by formalin. | |

The antimicrdbian and analgesic properties described for sericic acid énd

' 24-hydroxytormentic acid justify the use of Vochysia divergens and Ocotea

suaveolens in folk medicine.



CAPITULO 1
1 - INTRODUCAO
1.1 - Introdugio a Fitoquimica

~ Os produtos naturais -foram divididos em dois grupos: metabélitos

primarios e metabolitos secundarios. Esta subdivisdo leva em conta os

. . . 1
seguintes fatores, que caracterizam os dois grupos:
~ Metabolito Primario:

1 - Produto do metabolismo geral;

2 - Amplamente distribuido em plantas e microorganismos.Ex: aminoacidos
de proteinas comuns, monossacarideos, acidos carboxilicos do ciclo de

Krebs, lipideos, glicéridos, etc.
| Metab()lito Secundario |

I- Produto de .metabolismo especifico, relacionado a processos adaptativos;
| 2- Bids_sintetizado a partir de metabélitos primarios; .

3 - Com distribui¢do restrita a certas plantas e microorganismos (as vezes,
caracteristico de um dado género ou espécie). Ex: alcal6ides, terpendides,

flavondides, oligossacarideos, etc.

Os metabolitos primarios compreendem as substincias de ampla
difusdo na natureza, e que se encontram em todos 0s organismos vivos,

sendo portanto metabolicamente essenciais. Um grupo reduzido destes

%



metabdlitos primarios serve como precursores de todas as outras substincias

. rqe ' |
que ndo pertencem a esta categoria, os metabolitos secundarios.

- A linha divisoria entre metabolismo pfimério e secundario é bastante
flexivel: hd muitos aminoacidos que sdo definitivamente metabolitos
secundadrios, enquanto muitos 4lcoois esteroidais (esterois) tém um papel
estrutural essencial na maioria dos organismos, devendo assim ser
considerados como metabolitos primarios. Além disso, os dois tipos de
metabolismo estdo interconectados, Ja que o metabolismo primério fornece
varias moléculas pequenas que sdo utilizadas como matérias-primas para

todas as etapas importantes do metabolismo secundéfio, havendo trés

matérias-primas principais para o metabolismo secundario:

(a)Acido chiquimico, que ¢ o precursor de muitos compostos aromaticos

'~ incluindo os aminoacidos aromaticos, acidos cindmicos e certos polifendis;

(b)Aminoacidos, levando a alcal6ides e antibiéticos peptidicos incluindo as

penicilinas e cefalosporinas;

(c)Acetato, precursor dos poliacetilenos, prostaglandinas, antibidticos
macrociclicos, polifendis, e dos isoprenodides (terpenos, esterdides e

carotenodides), via duas etapas biossintéticas completamente separadas.

Em cada caso o precursor dos metabélitos secunddrios também ¢
usado na biossintese de certas classes de metabodlitos primdrios, como

proteinas, 4cidos graxos, etc.

A caracteristica mais importante de muitos metabolitos secundarios é
a sua distfibuig:éo relativamente restrita na natureza, que em alguns casos se
limita a espécies ou subespécies Unicas; consequentemente, si0 uma
manifestagdo da individualidade do organismo que os contém,e geralmente

ndo se conhece a natureza de seu significado bioquimico.’



Dois éxemplos de produtos .naturais, ou metabolitos secundarios,
._poderéo ajudar a esclarecer:a morfina s6 ocorre em duas espécies de
papoula, Papaver- somniferum e P. setigerum, € embora seja amplamente
usada e abusada pelo homem, niio tem fungéo conhecida nestas plantas. Da
' mesma maneira, as penicilinas sdo produzidas por algumas poucas espécies
de fungos, e nenhum outro organismo. Elas tém grande valor como

antibidticos a servigo do homem, mas nio parecem ter algum proposito

. . ; 4
valoroso nos microorganismos que as produzem.

O homem primitivo usava extratos vegetais como medicamentos no
aliVio da dor ou do sintoma de doengas; como venenos para uso em
batalhas, caga € pesca; como agentes eficientes, para eutanasia e
condenacdes; ¢ como narcéticos, alucinégenos ou estimulantes para alivio
do tédio, fadiga ou fome. Ele também deve ter usado o.s compostos
aromaticos para’l.v ocultar odores desagradaveis, e temperos para disfargar o

sabor de alimentos deteriorados.’

Nos altimos anos descobriu-se que em muitos casos os metabolitos
secundarios t€ém uma fungdo no organismo que os origina. Até entdo eles
eram considerados - como detritos: compostos sem utilidade, mas
estruturalmente interessantes. Agora é reconhecido que muitos deles tém
papéis vitais como mediadorés em interagdes ecoldgicas; ou seja, eles tém
uma fungdo na sobrevivéncia de organismos particulares, frequentemente em

um ambiente hostil onde muitos organismos estdo competindo entre si. Eles

. . . 6
aumentam, assim, a competitividade destes organismos.



1.2 - Fitoquimica e Patologia , Ecologia , Taxonomia e -Fisiologia

Vegetal

- Técnicas fitoquimicas s&o primariamente importantes para o
patologista, para a caracterizagdo das fitotoxinas (produtos da sintese
microbiana produzidos em plantas superiores quando invadidas por bactérias
ou fungos) e de ﬁtoalexinas (produtos do metabolismo de plantas. superiores
formados em resposta ao ataque microbiano). Hi duas areas de pesquisa
onde os constituintes secundarios de plantas sdo importantes' na ecologia
vegetal : as interagbes planta-planta; ‘e planta-animal. Os problemas
analiti_éos nos dois casos sdo dificeis devido as quantidades limitadas de |

material biologico & disposi¢do do fitoquimico.” -

“Compostos até aqui conhecidos como envolvidos em interagdes
planta-animal s3o primariamente alcaldides e glicosideos cardiacos,
cianogénios, esterdides, terpenos volateis ou glicosideos de dleo de
mostarda. Os compostos vegetais podem variavelmente agir como atraentes
ou repelentes de alimentagdo, ter efeitos hormonais sobre os insetos, ou
fornecer aos insetos um mecanismo util de defesa contra predagdo. Quanto
ao aspecto  evolutivo, na = sequéncia samambaias-gimnospermas-
angibspermas lenhosas-angiospermas herbaceas, hd uma tendéncia ao
aumento da complexidade das substincias de repeléncia. As principais‘
etapas biossintéticas (terpenoide, fenolica e do nitrogénio), e outras, podem

ser colocadas em operagdo para produzir tais compostos.®

Interagdes planta-planta envolvem as chamadas substincias
alelopaticas, que uma planta exsuda de suas raizes ou folhas para evitar o
crescimento de outras espécies de plantas em suas vizinhangas. Os

compostos sdo terpenos volateis ou 4cidos fenolicos simples, dependendo da



planta estar crescendo em um clima semi-tropical ou temperado. O estudo
fitoquimico da alelopatia pode ser dificil, ja que requer determinagdes de
extratos completos de folhas, exsudados naturais de folhas, e de amostras de
solo também. A rapida transformacdo de substincias ativas no solo também

oferece riscos analiticos.” "

Aspectos aplicados na pesquisa de interagdes planta-animal incluem o .
controle de predacdo de plantagdes por insetos, pelo uso de pesticidas
naturais ou sintéticos, e analises fitoquimicas podem ser necessarias para .

acompanhar o desaparecimento destes pesticidas no ambiente.®

Com relagdo as interagdes planta superior-planta inferior e microbios
deve ser enfatizado que a suscetibilidade a doengas, frequentemente
observada em plantas cultivadas, ¢ realmente uma excessdo, e nio a regra.
A maioria das plantas superiores, especialmente aquelas que crescem em
comunidades naturais, ou s3o resistentes ao ataque microbiano, ou co-
existem em uma relagdo simbiGtica com os parasitas, sem a produgdo de
quaisquer sintomas visiveis. A experiéncia mostra que, enquanto as plantas
cultivadas sdo suscetiveis a varias doengas, a maioria das espécies selvagens
semelhantes sdo relativamente irhunes, e o conhecimento dos fatores que
levam a resisténcia podem auxiliar no controle de doengas de plantas
cultivadas, em bases mais racionais e cientificas. Foi elaborada uma

classificagdo dos fatores de resisténcia a doengas em plantas superiores, que

foram agrupados em quatro tipos:8

Compostos pré-infeccio

a) Pré-inibitinas - metabolitos que reduzem ou barram completamente o
desenvolvimento de microorganismos iz vivo;

b) Inibitinas - Metabdlitos que aumentam apds a instalagdo da infecgio,

para expressarem sua toxidez completa;



Compostos p(')s-infeccﬁo

a) Pés-inibitinas - Metabohtos formados pela hidrdlise ou ox1dag:ao de

substratos pré-existentes, ndo-toxicos;

b) Fitoalexinas - Metab(’)litos formados de novo ap6s invasdo, por

derrepressdo de gens ou ativagdo de um sistema enzimatico latente.

Ha um forte elemento taxondémico na produgdo de fitoalexinas por
“plantas, ¢ em algumas familias, um tipo particular ¢ provével de ser formado
na maioria das espécies. Isto é verdadeiro para as Solanaceae, onde todas as
plantas testadas forneceram sesquiterpenéides, como fitoalexinas. A medida
em que as plantas eétﬁo evoluindo, por selegdo natural, para produgdo de
fitoalexinas mais eficientes para combater o ataque de microorganismos, os

microorganismos também estdo produzindo mecanismos de defesa que
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inativam esses agentes antimicrobianos, em um processo co-evolutivo.

Para a fisiologia vegetal, as maiores contribuigdes dos estudos
fitoquimicos sdo, sem divida, na determinagdo das estruturas quimicas, as
origens biossintéticas, ¢ os modos de a¢do de hormoénios naturais de
crescimento. O resultado de anbs de trabalho conjunto entre fitoquimicos e
fisiologistas foi o reconhecimento de cinco classes de reguladores de

crescimento: as auxinas, as citocininas, as glberelmas, o 4cido abscisico e 0

. 12
etlleno

Um dos campos de desenvolvimento mais rapido na fitoquimica
atualmente € a disciplina hibrida entre a quimica e a taxonomia, conhecida -
como sistematica bioquimica ou quimiotaxonoinia. Basicamente, ela trata do
estudo quimico de grupos restritos de plantas, princip\almente quanto a
metabdlitos secunddrios, € quanto a macromoléculas, aplicando os dados
- obtidos na classificagdo das plantas. Talvez a classe mais Gtil de compostos

em tais estudos sejam os flavonoides, embora levantamentos de muitas



outras classes de compostos (alcaldides, aminoacidos ndo-proteicos,
~ terpenos, compostos sulfurosos, etc) também tenham rendido novas
informagbes potencialmente uteis para propositos taxonomicos. Métodos

precisos sdo essenciais, tanto na triagem preliminar, quanto na analise dos -
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componentes individuais das plantas.

1.3 - Metabolitos Secundarios como Produtos IFarmacéuticos

A}

O uso d‘e plantas medicinais como fonte de alivio para enfermidades ¢
relatado a mais de cinco mil anos, com inicio nas antigas civilizagdes da
China, india e Oriente préximo, mas com certeza é uma atividade tio antiga
‘quanto a humanidade. Mesmo hoje, as plantas sdo a fonte quase exclusiva
de drogas para a maioria da populagfio mundial. Nos paises industrializados,
a pesquisa com plantas medicinais teve seus altos e baixos durante as
ultimas décadas. Apesar disso, pesquisas revelam que, nos Estados Unidos,

substincias derivadas de plantas superiores constituem aproximadamente

: : . 13
25% dos medicamentos prescritos.

Depois de séculos de uso empirico de preparados de ervas, os
primeiros principios ativos isolados foram os alcaldides morfina (1),
estriquinina (2), quinina (3), etc, sendo que nos primérdios do século dezoito
teve inicio uma nova era no uso de plantas medicinais, com o comego da
pesquisa médica moderna nesta area. Entretanto, apos 1945 a énfase se
afastou das drogas derivadas de plantas devido ao grande desenvolvimento
da quimica farmacéutica sintética, ¢ da fermentagdo microbiana. Durante
este periodo, os metabdlitos vegetais foram investi%ados principalmente sob
um ponto de vista fitoquimico e quimiotaxonémico. Na ultima década,

entretanto, o interesse por drogas de origem vegetal tem crescido muito. O



consumo de plantas medicinais quase duplicou na Europa ocidental durante
este periodo. As principais razdes para esta renbvag:ﬁo podem ter sido a
‘preocupagdo ecoldgica, e a busca de terapias ndo-cldssicas. Assim, as
grandes empresas farmacéuticas estdo demonstrando interesse renovado por

. : . 14
plantas superiores como fontes de novos medicamentos.

O | @ Q)

Certos metabdlitos secundérios biologicamente ativos (a maioria,'_'
toxinas derivadas de plantas) tém encontrado aplicagio medicinal como
drogas ou compostos-modelo (templatos) para a sintese e semi-sintese de
drogas. Comjaosto_s naturais de importancia farmacéutica que foram obtidos
‘inicialmente de plantas superiores, mas que agora sdo produzidos
sinteticamente incluem cafeina (4), teofilina (5), teobromina (6), efedrina
(7), pseudoefcdrina (8), emetina (9), papaverina (19), L-dopa (11), 4cido
salicilico (12), e tetrahidrocanabinol (13). Além disso, o B-éaroteno (14),
um metabolito primario vegetal que pode ser atil na prevengio ou tratamento

de certos tipos de cancer, é atualmente produzido sinteticamente. "’



(6)Teobromina : R=Me; R' = |

R'\' l (4)Cafeir)a :R=R'=Me.
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Os alcaléides da belladona, a fisostigmina (15), a quinina (3), a
“cocaina (16), os opidides, e o acido salicilico (12) serviram de modelos para
a sintese de anti-colinérgicos, anti-colinesterases, dfogas anti-maldria,
benzocaina (17), procaina (18), lidocaina (19), e outros anestésicos locais,
-além de pentazocina (20), propoxifeno (21), metadona (22), méperidina.

(23), e acido acetil-salicilico (24).16
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O valor comercial de medicamentos ainda obtidos diretamente de

plantas superiores ¢ consideravel. Por exemplo, em 1980 os consumidores

americanos pagaram em torno de US$ 8 bilhdes por medicamentos obtidos

diretamente de plantas superiores, e as plantas continuam sendo fontes

importantes de novos medicamentos, como evidenciam as recentes

aprovacdes (1983-86), nos Estados Unidos, de varias novas drogas obtidas

. ' : . 13
diretamente de plantas, ou baseadas em compostos secundarios de plantas.

Como exemplos de drogas obtidas diretamente de plantas tem-se o

etoposideo (VP-16-213) (25), que é um novo agente antineoplasico semi-

sintético obtido de Podophyllum peltatum e P. enodi, descrito como util no
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tratamento quimioterapéutico de carcinomas testiculares refratarios,

leucemias ndo-linfociticas, e linfomas (com excessdo dos linfomas de

- Hodgkin); o besilato de atracurium (26), que é um relaxante muscular

sintético relativamente novo, estrutural e farmacologicamente relacionado
com os alcaldides curare; o tetrahidrocanabinol (13) sintético e alguns de
seus andlogos, que foram recentemente aprovados nos Estados Unidos para
0 tratamento de glaucoma e da ndusea associada com a quimibterapia do
cancer. Os canabi»n‘éides também estdo sendo desenvolvidos para uso em
desordens neurologicas (epilepsia, distonia, etc) € como anti-hipertensivos

(agentes cardiovasculares), anti-asmaticos (broncodilatadores), e potentes

(.17
analgésicos.

.2PhSQ03-




13

Os compostos organo-sulfurosos da cebola e do alho, como a alicina |
-(27), estdo sendo investigados para uso como agentes cardiovasculares; o
cido elagico (28) estd sendo testado como modelo de agente
antimutagénico e preventivo do cancer; e o esteviosideo (29) e a glicirrizina
(30) sdo metabolitos secundérios vegetais intensamente adogantes, ja

utilizados Europa e Japdo."

R = beta-D-glucopiranosil

R' = 2-O-beta-D-glucopiranosil-alfa |
-D-glucopiranosil

R = 2-O-beta-D-glucuronopiranose
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O diterpendide taxol (31) é um dos compostos-modelo mais |
promissores que tém surgido da pesquisa em busca de agentes antitumor a
partir de produtos naturais. Isolado pela primeira vez pdr Wall e
c_ol'aboradores no Instituto de Pesquisas Tfiz“mgulo, a partir da casca do caule
‘de Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), (; composto também foi encontrado
em outras espécies de Taxus, como T. baccata. Ja o Compost_o anti-maldria
mais pforrxissor descoberto até hoje é a artemisinina (32), uma lactona
sesquiterpénica Com um grupo endoperoxido essencial a sua atividade,
“isolada em 1972 por cientistas chineses da planta rﬁcdiéinal’Artemisia
annua L. (Asteraceae). Esta planta tem sido usada por mais de ‘2._(’)00 anos

na China como antifebrifugo e no tratamento da malaria.'®

Na busca por novas drogas cardiovasculares de origem vegetal, dois
grupos de pesquisa indianos descobriram, independentemente, o efeito
hipotensivo e antiespasmddico de Coleus forskolii (Lamiaceae). Os dois

grupos subsequentemente isolaram o principio Vativo, a forscolina (33)."*
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As plantas medicinais s3o usadas basicamente em duas formas
diferentes: como misturas contendo varios constituintes (infusdes, Oleos |
essenciais, tinturas, extratos, etc); ou como principios ativos puros e
quimicamente definidos. Os compostos puros sdo 'empregados quando os
principios ativos de uma planta medicinal exibem ’gtividade forte e
especifica e/ou tém um pequeno indice terapéutico, requerendo dosagens
precisas e reprodutiveis. Por outro lado, o uso de extratos, tinturas, etc. é
apropriado para plantas que exibem atividades farmacolégicas menos
especificas e/ou mais fracas, e se os principios ativos de uma planta
medicinal so ainda d'esconhecidos. Estes preparados fitofarmacéuticos sdo
muito populares em paises onde hd forte tradigdo no uso de medicamentos
vegetais, e dispositivos legais para o registro de tais preparados, como na

Alemanha, Franga e Suiga.'”

O potencial de plantas superiores como fontes de novas drogas ainda
estd muito inexplorado. Entre as 850.000 espécies de plantas estimadas,
somente um pequeno porcetual foi investigado fitoquimicamente, e a-fréqﬁo :
submetida & investigacdo bioldgica ou farrhacolégica ¢ ainda menor.
Embora, por exemplo, o Instituto Nacional do Cancer (NCIl) dos Estados
Unidos tenha investigado em‘tomo de 35.000 espécies de plantas quanto a
-atividade antitumor de 1957 a 1981, e esteja atualmente adquirindo em torno

de 20.000 espécies da América Latina, Africa e sudoeste da Asia, estas
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plantas ainda ndo serdo consideradas investigadas com respeito a qualquer

outra atividade farmacolégica.'®

As principais dreas da pesquisa atual em plantas bioativas sdo:

- tratamento do cancer; atividade antiinfec¢do; controle do doengas tropicais;
regulagdo da fertilidade; inflamag8o e alergia; imunomodulagdo e atividade
adaptogénica;ﬂ hepatoprotegdo; e atividade sobre o sistema nervoso central.
A busca por compostos antivirais tem sido estimulada pela“ rapida
- dissemina¢do da AIDS. Na area das doengas tropicais, estdo sendo

~ desenvolvidos 'programas ‘para avaliacdo de uma grande quantidade de

atividades biologicas. Estes incluem antiprotozoarios (malaria, amebiase,

leichmaniose, tripanossomiase), moluscidas, cercaricidas e esquistomicidas,

larvicidas e inseticidas. Programas de pesquisa sobre a regulagdo da

fertilidade, desenvolvidos na India e na Republica Popular da China, buscam
substdncias capazes de -~ inibir a espermatogénese e a maturagdo dos
“espermatozoides; com atividade espermicida; ou inibidoras do sistema
enzimdatico dos espermatozdides. Quanto & regulag¢do da fertilidade feminina

' e ~ T &
busca-se a inibi¢do da ovulagio e da implantagdo.

Complementada pela informagdo boténica, a informagdo popular

sobre o uso das plantas se constitui no mais importante critério de selegio

de material para estudo quimico, visando sua aplicagdo medicinal. -

Numerosas plantas tém sido usadas, muitas vezes com éxito, principalmente
no meio rural. Lamentavelmente, esse tipo de informagdo tende a
desaparecer por influéncia das comunidades mais evoluidas, cujos costumes,
levados ao meio niral ‘através dos meios de comunicagdio de massa,

’

substituem progressivamente os velhos habitos. "'

Levantamentos realizados junto a populacio brasileira demonstram

. o et N
que muitas plantas sdo utilizadas para fins terapéuticos.
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Calcula-se que o Brasil disponha entre 60.000 e 250.000 espécies

‘vegetais, e provavelmente 40% delas devem conter propriedades

o 16
terapeuticas.

Hé um crescente interesse de instituigdes brasileiras de pesquisa pelo
estudo de plantas medicinais. Por exemplo, um grupov'de pesquisadores da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob a coordenagio dos professores

Rosendo A. Yunes e Jodo B. Calixto, tem desenvolvido trabalhos com

plantas do género Phyllanthus (Euforbiaceae), conhecidas popularmente

como quebra-pedra, e usadas na medicina popular contra males da bexiga e
dos rins. Tais estudos revelaram que o extrato hidroalcodlico de P. urinaria,

P. tenellus, P. niruri, P. éorc_ovaa’ensis,’ e de P. sellowianus tém potente

atividade antinociceptiva ~, e o extrato hidroalcodlico de P. wrinaria

: . . . L3 . . '
apresentou atividade antibacteriana. = Além disso, a filantimida (34), um

alcaloide obtido a partir de P. sellowianus mostrou atividade

. , q.  36-37 ‘e . . .
antiespasmodica , e esterdides obtidos a partir de P. corcovadensis

. - T, 38
mostraram potente acdo analgésica.

Entre as plantas em estudo no Brasil, que ja estio em estagio
adiantado de testes para aplicagdo terapéutica estdo: Melissa oficinalis,
conhecida como erva-cidreira, ﬁtilizada popularmente como calmante;
Lippia alba, conhecida como melissa, também utilizada popularmente como

calmante; Casaeria sylvestris (guagatonga ou erva-de-bugre), Eclipta
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prostata (efva-botﬁo), e Apuleia leocarpa, todas com com testes positivos
contra veneno de jararaca; Verndnia condensata (boldo-da-terra ou alumj),
com forte efeito analgésico e antiinflamatorio; Maytenus ilicifolia
- (espinheira-santa), que ja foi aprovada pela CEME parav‘uso contra males
digestivos em geral (Ulcera, gastrites, etc); Pilocarpus microphyllus
(jaborandi), cujas folhas contém pilocarpina (35), um eﬁciehte'medicamento
contra glaucoma; Cordia verbenaceae (erva-baleeira), com atividades
antiinflamatorias e analgésicas; e Dimorphanda gardineriana (fava d’anta),

de onde a Merck extrai rutina (36) , um composto ativo contra disturbios

e ep ers . 16
circulatorios, ja utilizado em medicamentos.

R = 6-0O-(6-deoxi-alfa-L-manopiranosil)
-D-glucose (=rutinose)

As dificuldades observadas na utilizagdo pratica de substancias
naturais dependem de varios fatores, podendo-se destacar, além de outros
aspectos técnicos e cientificos: a) a solubilidade e as quantidades
relativamente pequenas bioproduzidas pelos organismoS viﬂfos; b) o

reduzido nimero de pesquisadores dedicados aos trabalhos de investigagdo,
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especialmente no Brasil; c) dificuldades sintéticas e de viabilidade
econdmica, principalmente quando as moléculas naturais apresentam-se
dotadas de varios centros quirais; d) auséncia de uma pblitica consistente
para a educagdo, ciéncia e tecnologia no’pais; e) interagdo interdisciplinar"
apenas incipiente; f) competicdo com industrias que aplicam altos
investimentos almejando lucros exorbitantes € controle de mercado

consumidor.'®

Enquanto as instituigdes brasileiras enfrentam problemas financeiros
para desenvolverem pesquisas na area de fitoquimica, varias instituigées
estrangeiras levam nossas plantas em grande quantidade para o exterior,

~ . . ® . 16
para a extragdo dos principios ativos.

A humanidade precisa explorar racionalmente o repertério quimico -
 oferecido pelos organismos vivos, aprendendo, copiando e imitando a
natureza pela potencialidade e diversidade estrutural oferecidas pelos
“labg)ratérios quimicos” celulares. A aprendizagem do dinamismo quimico
adot'adovpelbs organismos da flora e da fauna servira inquestionavelmente
para o avango cientifico das nagdes, além de proporcionar contribuigio para
“a protegdo e sobrevivéncia da vida, e para compreensdo e conser\'/aqiov das

- condigdes ambientais do planeta Terra.'®
1.4 - Atividade Antibacteriana e Atividade Antifingica

Agentes antimicrobianos' ainda s3o ativamente procuradosv ‘por
'laboratorios de ﬁt_oqvuimica, e busca-se compostos com espectros de
atividade complementares é\s drogas existentes. As investiga¢Ges em busca
de ‘drogas antilungicas tem recebido atengdo recentemente devido ao

aumento da incidéncia de micoses oportunistas associadas com a AIDS e
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com tratamentos com drogas imunodepressoras. Atualmente ha poucos
agentes antifingicos indicados para o tratamento de micoses sistémicas, e
sua eficiéncia € bastante limitada. Além disso, a investigagdo de plantas
usadas na medicina tradicional contra problemas de pele poderia também
fornecer novos antissépticos topicos, urgentemente necessarios nos paises

do Terceiro Mundo.!”

Os ensaios “antibacterianos podem ser classificados em trés grupos: :
- métodos de difusdo; dilui¢do; e bioautograficos. Para a avaliagdo de extratos
vegetais em uma bateria de mlcroorgamsmos, o método de diluigdo em agar
em placa de Petri com inoculagdo multiponto € a técnica mais adequada.
Nio é' necessaria infraestrutura sofisticada, e a confiabilidade por.a_mostra é
elevada. A bioautografia, bor outro lado, combina a cromatografia em
camada delgada com um bioensaio in situ, permitindo a localiza¢do de

constituintes ativos em uma matriz complexa.*

Os ensaios- utilizados para detec¢do. de atividade antifingica sdo
semelhantes aos utilizados para bactérias. Para fungos produtores de
ésporos como Aspergillus  flavus, A. fumigatus, Trichophyton
mentagrophytes e Cahdida albicans tém sido publiéados procedimentos
bioautograficos diretos. Placas de cromatografia em camada delgada s30
borrifadas com uma suspensao de esporos, e incubadas por dois ou trés dias
em uma atmosfera imida. As zonas de inibi¢do séo diretamente visualizadas
através dos esporos coloridos produzidos pelos fungos que cresceram

naquele espago de tempo.*’



21

1.5 - Atividade Antinociceptiva - Método da Formyalina

O teste de dor induzida pela injegéo intraplantar de formalina (solugdo
aquosa de formaldeido a 0,92%) permite avaliar dois tipos de dor: a de
origem neurogénica, com estimulagdo direta dos neurdnios nociceptivos; € a
dor inflamatdria (caracterizada pela liberagdo de mediadores inflamatorios).

Esse modelo evidencia, entdo, duas fases de sensibilidade dolorosa: a

primeira, que ocorre durante os primeiros 5 minutos ap6s a injecdo de

formalina (dor de origem neurogénica); e a segunda, que ocorre entre 15 a

30 minutos apds a inje¢do, representando a resposta tonica a dor,
. . L. 4
acompanhada de uma manifestagdo inflamatoria.

Resultados experimentais indicaram que a substdncia P e a

bradicinina participam da primeira fase, enquanto. da fase seguinte

participam a histamina, a serotonina, as prostaglandinas e a bradicinina. Este

tipo de evidéncia sugere que processos inflamatorios, periféricos, estdo

envolvidos na segunda fase. Além disso, de acordo com outras evidéncias,
processos espinhais também sd3o importantes para o desenvolvimento da
segunda fase da resposta. Entdo, conclui-se que 0s processos na medula

espinhal induzidos pela primeira fase, bem como as mudangas inflamatoérias

locais durante a segunda fase sdo necessarios a4 completa manifestagdo da

segunda fase. A inflamagdo sozinha parece insuficiente para elicitar o
comportamento observado na segunda fase, ja que estimulos inflamatérios
que induzem um grau maior de inflamagdo, como carragenina, produzem

‘pouco comportamento caracteristico de dor em ratos. Em roedores, as duas

fases distintas das respostas do teste da formalina podem ser usadas para

avaliar-se diferentes aspectos da nocicepgdo, e este teste pode ter maior

relevancia em situagdes clinicas que outros testes, que empregam a medida

de reflexos nociceptivos.*?

e
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CAPITULO 2
2 - OBJETIVOS DA TESE

O uso de Vochysia divergens Pohl no combate 2 asma e as infecgdes
do trato fespiratério; e de Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler como
descongestionante e fortificante na medicina popular, ¢ a auséncia de
referéncias na literatura consultada (Chemical Abstracts, Pharmacological
Abstracts e .Biological ‘Abstracts) de estudos quimicos,‘ bioldgicos ou
fannacol(’)gicos com estas plantas, foram os estimulos iniciais para
desenvolver os trabalhos de investigagdo aqui propostos, cujos principais

objetivos sdo:

" a) Isolamento de compostos presentes nos extratos de Vochysia divergens e

de Ocotea suaveolens;,
b) Determinagdo da estrutura quimica dos compostos isolados;

c¢) Realizagdo de testes biolégicos e farmacologicos com os extratos e
compostos puros obtidos, para a identificagdo de, pelo menos, um dos

componentes responsaveis pela(s) atividade(s) encontrada(s),
d) Realizag:ﬁo de modificagbes quimicas na estrutura de, pelo menos, um
composto ativo obtido, com o objetivo de obter dados que levem a

compostos mais potentes e seletivos.
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CAPiTULo 3

3- REVISAO YBIBLVIO(}}RAFICA

3.1 - Vochysia divergens Pohl (Vochysiaceae)

."f.l:l - Sinopse da» Familia Vochysiaceae A. St. Hil.

- A familia Vochysiaceae abrange sete géneros e cerca de duzentas
espécies tropicais, sem representantes nas regides temperadas. Na América
ocbrrem seis géneros. O nucleo de distribui¢do de suas espécies encontra-se
‘na regido Guiano-Amazobnica, € no Planalto Central Bfasileiro, de onde se
irradiam para as demais regides. O (nico género ndo americano é o

Erismadelphus, qué ocorre na Africa Central Ocidental.*

Sdo géneros americanos tradicionalmente considerados na familia
Vochysiaceae: Callisthene, Erisma, Qualea, Salvertia e Vochysia.
Ultimamente, foi criado um novo género, Ruizterania, que retine algumas

espécies do género Qualea.*

Os dois géneros mais numerosos sdo Fochysia (cem espécies) e

: . , . 44 . . .
Qualea (sessenta e cinco espécies).
Do ponto de vista econdmico, as espécies dos géneros Vochysia,

Erisma, Qualea e Callisthene produzem madeiras que ndo tém, entretanto,

grande valor.**

As plantas da familia Vochysiaceae sdo arvores, trepadeiras ou vinhas

lenhosas, raramente ervas.** A casca de algumas delas exsuda uma resina
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que se parece com a goma arabica.*’ Frequentemente, também acumulam

aluminio.**

3.1.2 - Posigiio Sistematica de Vochysia divergens Pohl**

Grupor
‘Divisiio’
Clas’sé
- Subclasse
Ordem
F a.milia
Génerb
Espécie |

Sinonimia Vulgar

Angiospermae
Magnoliophyta
Magnolitae (Dicotiledonae)
Rosidae | |
Polygaiales,
Vochysiaceae A. St. Hil.
Vochysia -
Vochysia divergens Pohl

Cambara

3.1.3 - Vochysia divergens Pohl - Caracteristicas e Distribuigiio

Geogrifica

A Vochysia a.'ivergens' Pohl (Vochysiaceae) ¢ uma arvore muito

grande e frondosa; com ramos divaricados e angulosos; folhas longo-

pecioladas, 3-4-verticiliadas, oblongas ou oblongo-elipticas, arredondadas ou

obtusas no dpice, até 12 cm de comprimento, coridceas, amarelo-

esverdeadas, luzidias e glabras na pagina superior, e opacas na inferior;

flores amarelas dispostas em rdcimos terminais; e fruto cdpsula trigona.
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Vegeta em terrenos frescos e umidos de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso

~do 'Sulz", sendo abundante no Pantanal. -

A V. divergens ¢ conhecida popularmente como Cambar3, e o cha das
folhas e da casca do caule € utilizado na medicina popular, no combate a

asma e as infec¢oes do trato respiratorio.?’
3.1.4 - Estudos Quimicos com Plantas do Género Vochysia

Estudos quimicos realizados com plantas do género Vochysia levaram

ao isolamento de varias classes de compostos.

Da madeira de Vochysia acuminata e V. tyrsoidea foram isolados.

| écidos elagicos: (28) e (37) de V. acuminata, e (37) e (38) de V. tyrsoidea;

46

além de physcion (39) e 2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona.

OR1

Rg \O/

& on
R3
(28) R1=R2=R3=R4=H

(37) R{=Rp=R3=Me; R4=H;

(38) Rj=Ry=R3=R4=Me
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' -O}écido elagico (28) ¢ um potente antagbnista da mutagenicidade de

- di6is epoxidos de varios hidrocarbonetos aromaticos, e de metabolitos

C : 47
carcinogénicos de benzo(a) pireno.

Das folhas de V. cinnamomea foram isolados 7,3',4'-triidroxiflavona

(40) e '3'-metoxi-7,4'-diidroxiﬂavona (41). Das folhas de V. tucanorum

. . 48 :
isolou-se apenas o composto (40).

(40) , - (41)

Dos frutos de V. guianensis foi isolada a voquisina (42), uma |

pirrolidinoflavona.*’

@) |

Da madeira de V. vismiaefolia foram isolados 3-O-B-glucopiranosil- i
B-sitosterol (43), acido bartogénico (44) e acido vismiaefolico (45), sendo
esses o0s primeiros ftriterpendides isolados de plantas da familia

Vochysiaceae.”®
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(45)

Receritemente, da madeira de V. piramidalis foram isolados pB-

- sitosterol, 4cido betulinico (46), e um estereoisémero do composto -(45’),' o

triterpenéide (47 ).51
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3.2 - Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler (Lauraceae)
3.2.1 - Sinopse dv:l_ Familia Lauraceae Lindl.

" As plantas da familia Lauraceae sio Arvores ou arbustos, com
excessdo do género Cassytha, que se apresentam como trepadeiras de caule
filiforme.*

A familia compreénde entre 30 e 50 géneros, e mais de 2000 espécies.
Os dois maiores centros onde vegetam $do sudoeste da Asia e Brasil. Cerca
de dois tergos das espécies pertencem a somenie 6 géneros: Ocotea (400
espécies ou rn_ais); Litsea (250 espécies ou mais); Persea (200 espécies);, -
Cinnammomum (200 espécies); Cryptocaria (200 espec1es), € Bilschmiedia

(150 espécies).**

Sdo plantas ‘aromaticas ¢ sempre verdes, as vezes contendo
carboidratos como 1milina‘ tamferos, proantoc1amdmas ‘e comumente
produzem alcaloides benzmsoqumolmlcos elou aporﬁmcos Contém células
v_olleosas esféricas, com oOleos fixos e essenciais no interior; ou células de
mucilagem nos tecidos parenquimatosos. Apresentam eventualmente-

pequenos cristais de oxalato de célcio em algumas células do parénquima.**

r

3.22 - Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler-Caracteristicas e

-Distribui¢do Geografica

A Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler (Lauraceae) é uma arvore que
alcanca entre 10 e 20 metros de altura, e entre 20 e 70 centimetros de

~didmetro no tronco. Tem folhas alternas, com lamina coridcea de 4-14
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centimetros de comprimento, ¢ 1-5 centimetros de largura; lanceoladas e
“elipticas, base decorrente, apice agudo, levemente apiculado ou acuminado;
margem inteira, ondeada, ligeiramente revoluta. Face ventral de olivacea a

castanho-esverdeado clara, brilhante, glabérrima nas folhas adultas.”

| As inflorescéncias sdo axilares; paniculas tirsifdrmes, piramidadas,
variando. de muito até pouco ramificadas nos 'exemplares fenﬁninos,
multifloras a mais ou menos paucifloras, 2,5 a 11,5 centimetros de altura.
Flores unissexuais, 3-3,5 milimetros de comprimento e 2-3,5 cm de
 diametro. %

A Ocotea suaveolens é encontrada no Paraguai, Afgentina, e no
Brasil nas regiées sul, sudeste e centro-oeste, sendo comum em dreas de
mata ciliar do pantanal matogrossense. E conhecida popularmente como
Canela-Preta, ¢ o cha das folhas e da casca do caule ¢ utilizado na mediCina

popular, como descongestionante e fortificante.”

3.2.3 - Posi¢iio Sistemitica de Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler*

‘Grupo - Angiospermae
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnolitae (Dico_tilédonae)
Subclasse Magnoliidae
Ordem . Magnoliales
Familia - Lauraceae Lindl
 Género - Ocotea
Espécie Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler

Sinonimia vulgar Canela preta
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3.2.4 - Estudos Quimicos com Plantas do Género Ocotea

- Ha muitos relatos na literatura de estudos quimicos realizados com

plantas do gé€nero Ocotea, que levaram ao isolamento de vérias classes de

compostos, entre eles alcaldides™ ™, neolignanas®”®, alil-fenois'®,

101-102 103-111

cumarinas , terpendides , € uma sesquiterpenlactona.!'? Nao foram
encontradas referéncias sobre o isolamento de triterpendides a partir de

plantas deste género.
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CAPITULO 4
- 4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 - Introdugiio

O Esquema 1 mostra os procedimentos gerais realizados para o

isolamento dos constituintes da casca do caule de V. divergens.

As investigagdes quimicas com a casca do caule de Vochysia
divergens Pohl (Vochysiaceae) levaram a obt‘erig:ﬁo de B-sitosterol, icido
betulinico, acido Seri‘cico, e uma mistura de 4cido sericico e dcido 24-4
hidroxitorméntico. O 4cido sericico puro foi submetido a reagdes de
esterificagdo com 1-bromo-ZI-fenil-etanona, e com l-bromo-(4’-bromo)-2-
fenil-etanona, enquanto a mistura de 4cido sericico e écido 24-
hidroxitorméntico foi submetida a reag¢des de acetilagdo, esterificagdo com

diazometano, e omdacao com perlodato de sodio.

Ov Esquema 2 mostra os procednmentOs gerais realizados para o

- isolamento dos constituintes da casca do caule de O. suaveolens.

Da casca do caule de Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler
. (Lauraceae) foi obtida uma mistura dos esteréides B-sitosterol, campesterol
e estigmasterol, além de 4cido 24-hidroxitorméntico puro.

Foram realizados testes biologicos e farmacolégicos com compostos

puros € com as misturas obtidas a partir dos dois vegetais, e também com

seus derivados.
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Esquema 1 - Procedimentos executados para o isolamento de compostos a

partir de Vochysia divergens Pohl

Vochysia divergens

4000 g de po da casca do caule
Umidade 16,0 %
Extragdo com 4 x 7 litros de etanol

|

778,2 g de extrato bruto
Umidade 16,0 % =

3512 ¢

\’

Percolagéo sobre leito de silica
(exaustiva para cada solvente)
Coluna: 18,0 x 9,0 cm

200,0 g de silicagel 60 Merck

| |
I !

Fracdo de - Fracio de Acetato Fracio de Etanol
Diclorometano  de Etila - (FEt)
(FDCI) : (FAcOEY)

- Umidade 14,0%  Umidade 8,9% Umidade 13,0 %

16,2 g 91,0 g 1434 ¢



Cromatografia em coluna
Coluna: 70,0 x 3,9 cm
367,2 g de silicagel 60
Merck

Fragdes de 125 mL

Fracoes Solvente

(Hexano/Acetona)
1-30 95/5
31-54 92/8
55-62 90/10
63-72  ,0/100

FragGes 14-17 reunidas

836,0 mg

489,1 mg

Lavagem com

petréleo

|

B-sitosterol
33,0 mg

éter

de

FragGes 31-53 reunidas
505,2 mg

505,2 mg

Lavagem com hexano e
acetona

|

Acido Betulinico
220,8 mg

l

Frag¢des 55-72 reunidas

934,1 mg
934,1 mg

Cromatografia em coluna
Coluna 60,0 x 3,5 cm
130,0 g de silicagel 60
Merck '

Fracoes Solvente Vol
(Hexano/Acetona) mL
1-24 90/10 - 50
25-31  88/12 75
32-57 85/15 50
58-63 85715 - 15
64-82 82/18 75 .
83-86 0/100 - 100

- Fragbes 31-51 reunidas

130,0 mg

Lavagem com hexano e
acetona

Acido Betulinico

- 1149 mg
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Cromatografia em coluna
Coluna: 60,0x2,5cm
120,0 g de silicagel 60 Merck
Fragdes de 50 mL

Fracoes Solvente
1-35 - Acetato de etila
36-50  Acetona

|
! |

Fragdes 6-9 reunidas _ Fragdes 10-18
reunidas
Acido sericico | 1 v
228mg Mistura de acido

sericico e 4cido
- 24-  hidroxitor-
méntico
2/1)
242 mg .



- FET
1,0g

Cromatografia em coluna
Coluna: 40,0 x 3,5 cm

150,0 g de silicagel 60 Merck
Fragdes de 40 mL '

Fracoes Solvente
1-35 Acetato de etila

i
Fragdes 6-18 reunidas

,
Mistura de dcido sericico e dcido
24-hidroxitorméntico
3/1)
128,7 mg

35
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Esquema 2 - Procedimentos executados para o isolamento de compostos a
partir de Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler -

Ocotea suaveolens

CASCA DO CAULE
Limpeza

Secagem ao ar
Moagem

2288|g (15,0% umidade)

Extracf\o com hexano

5 x 3 litros

Fraciio hexanica (FH)
7,61g (13,0% umidade)

-etila

;,
Po total
Secagem
(15,0% umidade)_

Extracio com acetato de

6 x 3 litros

Fracdo em acetato de etila

- (FAC) R
16,11g (10,0% umidade)

y _

Po total
Secagem

(15,0% umidade)

Extracao com etanol
3 x 3 litros

Fragdo etandlica (FF)
169,3 g (12,0% umidade)



FH

7,61 g

Cromatografia em coluna
Coluna: 70,0 x 5,0 cm
400,0 g de silicagel 60 Merck

. FragGes de

200 mL

Fracdes Solvente
1-38 Hexano puro
39-48  Hexano/Acetona (95/5v/v)
49-55  Hexano/Acetona (92/8v/v)

- 56-57  Hexano/Acetona (85/15v/v)
58-61  Hexano/Acetona (36/64v/v)
62-66  Acetona pura

v
FragOes 48 e 49 reunidas

435,4

Preéipitacﬁo e lavagem

mg

l
com etanol e acetona

. A
Mistura de B-sitosterol, campesterol e estigmasterol

54,4

37
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FE
1225g

- Precipitagdo com agua e centrifugagio
(exaustiva)

, " Material bruto
. '1084,0 mg (10,0 % umidade)

557,4 mg

v
Cromatografia em coluna
Coluna: 40,0 x 3,0 cm
56,0 g de silicagel 60 Merck

Fragdes eluidas com acetato de etila puro -
1-29 = 20mL
- 30-42=50mL -

FragGes 6-23 reunidas
Precipitagdo e lavagem com CHCIL;/EtOH 1/1 (v/v)

4cido 24-hidroxitorméntico
33mg
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4.2 - B-Sitosterol, Campesterol e Estigmasterol

O P-sitosterol ((3B)-estigmast-5-en-3-ol) (48) é o esterdide mais

difundido entre as plantas superiores, ¢ ¢ geralmente acompanhado por
proporgdes varidveis de campesterol  ((24S)-24-metilcolesta-5-en-3p-
01)(49). O estigmasterol (33, 22E)-estigmast-5,22-d’ien-3-ol)(50)‘tambe'm é.
amplamente distribuido em muitas plantas, acompanhando os compoStos 48
e 49. Eles frequentemente ndo ocorrem livres, mas como derivados mais
complexos.113 Dificilmente se obtém B-sitosterol puro a partir de uma planta,

e quando este ocorre misturado com campesterol e estigmasterol, sua

- purificagdo é extremamente complexa.
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O PB-sitosterol ndo € significativamente absorvido pelo homem, e
apresenta efeito de combater a hiperlipoproteinemia, inibindo
competitivamente a absorgdo de colesterol, pelo aumento do catabolismo

das lipoproteinas de baixa densidade."’

Ha referéncias da atividade do B-sitosterol como agente antitumor''®,
e recentemente foi demonstrado que o PB-sitosterol e o estigmasterol tém

potente atividade antinociceptiva.?® 13116

-Para a identificagdo dos esteréides obtidos a partir dos extratos de V.
divergens e de O. suaveolens foram realizados experimentos de

cromatografia gasosa de alta resolugdo, e de 'H- e PC-RMN,

Os expérimentOs de CG/AR foram realizados utilizando-se um
aparelho marca Shimadzu, modelo A-14, com detector de ioniza¢do de
chama; coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria OV1
(espessura do _ﬁlme 0,25 um), de 25 metros de comprimento, e 0,25
milimetros de d.iv.; temperatura do detector 320°C; temperatura do injetor
- 310°C; temperatura da coluna programada de 80 a 290°C a uma taxa de
aquecimento de 10°C/min, e isoterma a 290°C por 20 minutos; gas de arraste
hidrogénio, com velocidade linear de 20cm/min. Para cofnp_araq:ﬁo, foi feita a
coinje¢do de amdstras de padrées dos compostos 48, 49 e 50 obtidos
comercialmente, com a}s amostras dos esterdides obtidos a partir dos
vegetais. | | |

O B-sitosterol foi obtido puro a pértir de V.. divergens,‘ com um
rendimento. de 4,0 x 10 % em relagfio ao peso seco do material vegetal. A |

figura 1 mostra o espectro no infravermelho (pastilha de KBr), a figura 2 o
espectro de 'H-RMN (200 MHz) e a figura 3 o espectro de *C-RMN (50
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MHz) do composto 48,em cloroférmio deuterado, TMS como padrdo

interno de referéncia.

_ A partir de O. suaveolens obteve-se uma mistura de B-sitosterol’
(72,2%), estigmasterol (14,6%) e campesterol (13,2%). O % de cada
componente na mistura foi determinado por CG/AR. O rendimento para a

mistura foi de 2,8 x 10.,3 % em relagdo ao peso seco do material vegetal.

A tabela 1 mostra a atribui¢do dos sinais dos espectros de 'H- e de
'>C-RMN obtidos para o B-sitosterol e para a mistura dos compostos 48, 49

e 50. Todos os dados estio de acordo com o encontrado na literatura.!'”"1%!

No espectro do f-sitosterol no infravermelho ‘(Figura 1) observa-se
bandas intensasv a 3448 e a 2938 cm’! indicando, respectivamente, a
presenga de grupos -OH e -CH. J& 0 espectro de ’H—RMN‘ do composto 48
(Figura 2) mostra a 5,3 ppm um sinal de préton olefinico (H-6), e a 3,5 ppm
um rhultiplete relativo ao proton H-3, ligado a carbono com hidroxila. O
espectro de *C-RMN do compbsto 48 também esta de acofdo com a

estrutura proposta.
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Tabela 1 - Dados de 'H-RMN (200 MHz) e de >C-RMN (50 MHz) do

B-sitosterol (48), campesterol (49) e estigmasterol (50) em

cloroformio deuterado,

TMS como padrio interno de

referéncia.
Carbono d (ppm)
48 49 50
1 37,3 37,3 37,3
2 31,7 31,7 31,7
3 71,8 (m; 1H; 3.5) 71,8 (m; 1H; 3.5) 71,8 (m; 1H; 3.5)
4 423 42,4 423
5 1408 140,7 1408
6 121,7 (m; 1H; 5.3) 1217 (m; 1H; 5.3) 121,7 (m; 1H; 5.3)
7 31,9 31,9 31,9
8 31,9 31,9 31,9
9 50,1 50,2 50,2
10 36,5 36,5 36,5
11 21,1 211 21,1
12 39,8 39,8 39,7
13 423 424 423
14 56,7 56,8 56,9
15 243 24.8 24,3
16 282 28,2 28,9
17 56,1 56,1 56,0
18 11,9 (s;3H; 0,68) 1,9 (s;3H; 0,67) 12,0 (s;3H; 0.69)
19 194 (s;3H; 1,00) 194 (s;3H; 1,00) 194 (s;3H; 1,01)
20 36,2 35,9 405
21 18,8 (d;3H; 0,92:J=6,5Hz 18,9 (d:3H; 0,91;J=6,6Hz 21,1 (d;3H; 1,02; J=6,6Hz
22 33,9 33,8 138,3 (m; 1H; 5.7)
23 26,1 30,3 129.3 (m; 1H; 5.6)
24 46,0 39,1 51,2
25 28,9 31,5 31,9
26 19,8 (d:3H; 0,83:J=6,8Hz 202 (d;3H; 0.85J=6,7Hz 21,2 (d;3H; 0,84;J=6,6Hz
27 190 (d;3H; 0.81:J=6,8Hz 20,5 (d;3H; 0,80)J=7,0Hz 19,0 (d:3H; 0.79;J=6,6Hz
28 23,1 15,5 (d;3H; 0,77,)=68Hz 254
29 12,3 (t,3H; 0,84:=72Hz 12,3 (t;3H; 0.80:J=7,9Hz
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FIGURA 1 - Espectro no Infravermelho do B-Sitosterol em pastilha de KBr
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4.3 - Acido Betulinico

O 4cido betulinico (4cido 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-6ico) (46),
segundo constatou-se por consulta ao Chemical Abstracts, tem sido isolado
a partir de muitas plantas, e ha varias referéncias que relatam importantes

114,123-126

atividades do composto 46 como inibidor de tumores , agente

1128

antiinflamatorio'”’, agente antiviral'®, e recentemente como agente anti-

AIDS.'%

O 4cido betulinico foi identificado por compara¢do de seus dados
espectrais de 1V, 'H-RMN e *C-RMN com uma amostra auténtica, € com

dados da literatura.''® 130-132

A figura 4 mostra o espectro no infravermelho (pastilha de KBr), a
figura 5 o espectro de 'H-RMN (300 MHz) , as figuras 6 e 7 espectros de
PC-RMN(75 MHz), e a figura 8 o espectro de *C-RMN/DEPT(50 MHz)
do 4cido betulinico em piridina deuterada, TMS como padrdo interno de

referéncia.
A tabela 2 mostra a atribuigdo dos sinais dos espectros de 'H- e
BC-RMN do 4cido betulinico, baseada em dados da literatura'*%132, e nos

dados fornecidos pelo espectro de *C-RMN/DEPT(50 MHz), mostrado na
Figura 8.

No espectro do 4cido betulinico no infravermelho (Figura 4), observa-
se bandas intensas a 3448, 2942, 2870 e 1688 cm’ indicando,
respectivamente, a presenga de grupos -OH, -CH, -CH; ¢ -COOH. Ja no
espectro de 'H-RMN do composto 46 em piridina deuterada (Figura 5)
aparecem os dois dubletes a 4,7 e 4,9 ppm (J=2 Hz) dos protons olefinicos

ligados ao carbono 29; e a 3,6 ppm o duplo dublete (J=2 e 7,6 Hz) referente
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Tabela 2 - Dados de 'H-RMN (300 MHz) e de *C-RMN (75 MHz) do
acido betulinico em piridina deuterada, TMS como padrdo interno de

referéncia.

Carbono § (ppm)

1 39,2

2 28,2

3 78,0 (dd; 1H; 3.48; J=2 ¢ 7.6 Hz)
4 39.4

5 55,8

6 18,7

7 34,7

8 41,0

9 50,8

10 37,5

11 21,1

12 26,0

13 38,5

14 42,7

15 31,1

16 32,8

17 56,5

18 47,7 (dd; 1H; 2.7; J=2 ¢ 9 Hz)
19 49,6 (ddd; 1H; 3.5, J=3; 3; ¢ 9 Hz)
20 1513

21 30,1

22 37,5

23 28,6

24 16,1

25 16,4

26 16,3

27 14,8

28 178,8

29 109,9 (2d; 1H cada; 4.6 ¢ 4.7; J= 2 Hz)
30 19.4 (s; 3H; 1.8)
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ao proéton ligado ao carbono 3 (hidroxilado). Os  protons ligados aos
carbonos 18 e 19 aparecem, respectivamente, a 2,7 e a 3,5 ppm,
enquanto os singletes relativos aos 6 grupos metila ligados a carbono
quaternario aparecem a 0,85; 1,0; 1,1; 1,2; 1,4 e 1,8 ppm.No espectro de
PC-RMN do écido betulinico em piridina deuterada (Figura 7), o sinal do
carbono 28 (-COOH) aparece a 178,8 ppm; os carbonos olefinicos 20 e 29
aparecem, respectivamente, a 151,3 e a 109,9 ppm; e o carbono 3, ligado a

hidroxila, aparece a 78,0 ppm.

Considerando a quantidade de é4cido betulinico isolado a partir de V.
divergens, este esta presente, pelo menos, na proporgio de 2,4 x 102 % do

peso seco da casca do caule da planta.
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4.4 - Acido Sericico

O éacido sericico (acido 2a, 3B, 19a, 24-tetraidroxiolean-12-en-28
oico) (51) foi isolado anteriormente apartir de trés plantas: Terminalia

. 133 _ . 134 . 135 :
sericea (Combretaceae), T. ivorensis , e Quercus ilex ~ (Cupuliferae),

sendo inédito, portanto, na familia Vochysiaceae.

CH20H
242

(S

Ha relatos na literatura de importantes propriedades farmacologicas

para o acido sericico, incluindo atividades antitlcera (segundo o método de

136 s . . . .
Shay) ; antiinflamatéria (segundo o método de edema induzido por

. (133134, 136, .
carragenina) ; cicatrizante (segundo o método de Morton e

136 ’ L. 134
Malone) , e antiartritica.

. . : : 136
O 4cido sericico e muitos de seus derivados foram patenteados ~ para

uso clinico, incluindo os compostos com substituintes alquilicos, arilicos,
alquilicos substituidos e arilicos substituidos nos grupos hidroxila e
carboxila, além do grupo glicosil na carboxila e dos sais de sddio, potéssio,

calcio, magnésio, aluminio, etc. O derivado do éacido sericico com um grupo
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carbonila no carbono 19, e seus derivados com substituintes nos grupos

hidroxila e carboxila semelhantes aqueles descritos para os compostos

: " 136
derivados de 51 também foram patenteados.

A estrutura do acido sericico foi determinada através de dados

espectrais de massa, infravermelho, 'H- ¢ C-RMN,

A figura 9 mostra o espectro de massa (35 eV, probe) do acido
sericico, que exibiu a fragmenta¢do retro Diels-Alder tipica do anel C,
caracteristica do esqueleto B-amirina com dupla ligagdo nos carbonos 12-13.
O pico molecular esta ausente. Os sinais intensos a m/e 264 (52) ; 246 (53)
(=264" - H0); 219 (= 264" - COOH) e 201 (54) (= 264" - COOH - H,0),
correspondentes aos fragmentos 52-54, indicam a presenga de um grupo
hidroxila ¢ um grupo carboxila no sistema de anel D/E. O sinal a m/e 240 ¢
atribuido a um sistema de anel A/B contendo trés grupos hidroxila, e o pico
a m/e 173 corresponde a perda de duas moléculas de 4gua e de um grupo

CH,0H pelo sistema A/B. Os dados do espectro de massa do acido sericico

133,137

estdo de acordo com a literatura

(52) (53) (54)

A figura 10 mostra o espectro no infravermelho (pastilha de KBr), as
figuras 11 e 12 espectros de 'H-RMN (300 MHz), as figuras 13 e 14
espectros de C-RMN (75 MHz), e a figura 15 o espectro de "C-
RMN/DEPT (50 MHz), do acido sericico em piridina deuterada,

TMS como padrio interno de referéncia.
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A tabela 3 mostra a atribui¢io dos sinais dos espectros de 'H- e
PC-RMN do 4cido sericico. A atribuigio dos sinais do espectro de 'H-

5 (v ~
133.135 Como nio

RMN do acido sericico foi baseada em dados da literatura.
ha na literatura consultada dados de C-RMN para o acido sericico, a
atribuicdo dos sinais foi baseada em dados da literatura para compostos
semelhantes. Sendo assim, os dados de *C-RMN (em d’-piridina) referentes

aos carbonos 1-10 e 23-26 do acido sericico foram comparados com os

138-140

mesmos dados para o acido 24-hidroxitorméntico (55) , € 0s sinais

referentes aos carbonos 11-22 e 27-30 foram comparados com os mesmos

1211301 (56). Em todos os casos, houve boa

dados para a arjungenina
concordancia entre os dados comparados. Na atribuigdo dos sinais do
espectro de C-RMN do acido sericico tembém foram ateis os dados

fornecidos pelo espectro de ?C-RMN/DEPT, mostrado na figura 15.

24 CH20H
23

(55) (56)

No espectro do acido sericico no infravermelho (Figura 10), observa-
se bandas intensas a 3424, 2936 ¢ 1690 cm™” indicando, respectivamente a
presenga de grupos -OH, -CH e -COOH. No espectro de 'H-RMN
do composto 51 em piridina deuterada (Figuras 11 e 12), observa-se a 5,5

ppm o sinal do proton olefinico ligado ao carbono 12;a4,5e a 3,7 ppm os
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Tabela 3 - Dados de 'H-RMN (300 MHz) e de >*C-RMN (75 MHz) do

interno de referéncia.

acido sericico (51), do acido 24-hidroxitorméntico (55) e da

arjungenina (56) em piridina deuterada, TMS como padrdo

Carbono

LRI A WN =

30

é (ppm)

51

473

68.6 (ddd;1H;4.3; J=4:9; 10,5 Hz)
85.7 (d;1H;3,5;J=10,5 Hz)
43,9

56.5(dd;1H;2.8; J=4; 11 Hz)
19,3

33.5

40.0

48.4

38,4

24.4

123.3 (m;1H;5.5)

1449

42.0

29.0

283

46.0

447 (d; 1H; 3.6; J=3 Hz)
81.1(d; 1H; 3.6; J=3 Hz)
357

29.0

33.5

24,1

65.6 (2d; 1Hcada;4.5 e 3.7,J=10,5Hz)
17.3

17.1

24.7

180.8

28.8

247

55°
47.8
68.7
85.8
44,0
56,6
19.4
33,8
40.4
47.9
383
24,4
127,9
140.0
42,1
293
26,9
483
54.6
297
42.4
26.4
385
242
65.7
17.3
17.1
24.6
180,7
16,8
27.1

56°
474
68.9
78.4
43.6
482
18.8
33.6
40.1
48 5
38.6
28.8
123.5
144 9
422
292
243
46,0
448
81,3
35,7
28 4
33,1
66,8
14,2
17.7
17,3
249
180.8
292
24.9

* Dados extraidos da referéncia 140.
P Dados extraidos da referéncia 142.




dubletes (J=10,5 Hz) referentes aos protons ligados ao carbono 24; a 4,3.
-ppm o duplo dublete de dublete (J=4;9;10,5 Hz) referente ao préton ligado
ao carbono 2; a 3,6 ppm os dubletes (J=3 Hz) dos protons ligados aos
carbonos 18 e 19; a 3,5 ppm o dublete (J=10,5 Hz) do préton ligado ao
. carboho_ 3; e os sinais referentes aos 6 grupos metila ligados a carbonos
quaternarios, a 1,6; 1,6; 1,2; 1,1; 1,0 e 1,0 ppm. Os dados fornecidos pelos
espectros de BC-RMN do 4cido sericico confirmam a estrutura proposta.
Considerando a quantidade de 4cido séricico obtido, puro e em
mistura com o 4cido 24-hidroxitorméntico, a partir da casca do caule de
Vochysia divergens, este esta presente em uma proporgdo de, pelo menos,

3,3 % em peso seco do material vegetal.
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FIGURA 11 - Espectro de 'H-RMN (300 MHz) do Acido Sericico em -

d’-piridina, TMS como padrio interno de referéncia. -
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d’-piridina, TMS como padrdo interno de referéncia.



63

&-29 13

~

| : | HLL adat'y
WWW&WWWMW WMMW?QW %f *l”ﬂzg'w“

Igo.

FIGURA 13 - Espectro de C-RMN (75 MHz) do Acido Serlclco em

d’ -pmdma, TMS como padrio interno de referéncia.




e

64

1

-9
8

Boge-2y
s

| MWJWN WWHWWMWW L

FIGURA 14 - Espectro 1I de *C-RMN (75 MHz) do Acido Sericico em

d’-piridina, TMS como padrdo interno de referéncia.



65

c-lz €3 ¢ ¢ R
z O g £ g4 § Hdg g f uEmE oo

A0 TN

-
e~

i

9

et TeYTTT T o YTTYTTOUTO T T U b i ol o S S A '—T_"'JL'"—T‘ st AR aft S A =T T
150 . 140 130 120 | 10 100 90 89 70 60 50 40 0 20

" FIGURA 15 - Espectro de "*C-RMN/DEPT (50 MHz) do Acido Sericico em

d’-piridina, TMS como padrio interno de referéncia.
P | P




66

4.5- Acido 24-hidroxitorméntico

No presente trabalho,-o acido 24-hidroxitorméntico (acido 2a, 3f3, 19,
24-tetraidroxiurs-12-en-28-dico) (55) foi obtido puro a partir da casca do,‘
caule de Ocotea suaveolens (Lauraceae), e em mistura com o 4cido sericico
a partir da cascé do caule de V()chysia divergens (Vochyéiaceae).
Anteriormente, o 4cido 24-hidroxitorméntico foi isolado de Desfontainia
spinosa (Loganiaceae)"®, e de Hyptis capitata (Labiatae)'?, sendo inédito,
portanto, nas familias Lauraceae e Vochysiaceae. Também ndo h4 relatos na

literatura sobre estudos bioldgicos ou farmacologicos com o composto 55.

23 CHa0H
24

(55)
O écido»24-hidro'xitonnéntico foi identificado por comparagio de seus

dados espectrais de 1V, 'H- e *C-RMN com dados da literatura, 3814

| A figura 16 mostra o espectro no infravermelho do 4cido 24-
hidroxitorméntico em pastilha de KBr (cm™): 3446; 2938; 1688; 1650;
1458; 1382; 1270; 1236; 1158; 1052. As bandas intensas a 3446, 2938 ¢
1688 cm’! indicam, respectivamente, a presenca de grupos -OH, -CH-e_
-COOH. '

A figura 17 mostra o vespectro de 'H-RMN (300 MHz), e a figura 18
os espectros de "C-RMN e de C-RMN/APT (75 MHz) do acido 24-
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hidroxitorméntico em piridina deuterada, TMS como padrio intémo .de
referéncia. No espectro mostrado na F igura 17 observa-se a 4,9 ppm o sinal
do proton olefinico ligado ao carbono 12; a 4,3 e a 3,5 ppm os dubletes
(J=10,5 Hz) dos protons ligados ao carbono 24; a 4,1 ppm o duplo dublete
de dublete (J=4,9;10,5 Hz) referente ao proton ligado ao carbono 2; a 3,3
ppm o dublete (J=10,5 Hz) referente ao préton ligadd ao carbono 3; a 2,9
~ ppm o duplo dublete (J=4;11 Hz) referente ao préton ligado ao c.a'rbono' 5; é~
a 2,8 ppm o singlete referente éo préton ligado ao carbono_ 18. Como era
esperado, os sinais dos protons ligados aos carbonos 2, 3, 5 e 24 sdo
idénticos nos espectros de 'H-RMN dd acido sericico ¢ do 4cido 24-
hidroxitorménﬁco. As principais diferengas entré os dois es.pectros_ sd0
relativas aos protons ligados aos carbonos 12 (a 5,5 ppm no espectro do
composto 51,1 e a 4,9 ppm no espectro de 'H-RMN do composto 55, em-
piridina deuterada); 18 (um dublete a 3,6 ppm no espectro do composto 51,
e um singlete a 2,8 ppm no espectro de 'H-RMN do composto 55, em
piridina deuterada), e 29 (um singlete no espectro do composto 51, e um
dublete (J=7 Hz) a 0,9 ppm no espectro de 'H-RMN do composto 55, em
piridina deuterada). Os dados fornecidos pelos espectros de '*C-RMN

do 4cido 24-hidroxitorméntico confirmam a estrutura proposta.

Considerando a quantidade de acido 24-hidroxitorméntico isolada a
partir de O. suaveolens, este esta presente em, pelo menos, 2,5 x 102 % do
peso seco da casca do caule do vegetal. Na casca do caule de V. divergens o
acido 24-hidroxitorméntico estd presente em, pelo menos, 0,8 % do peso

seco do material vegetal.

A tabela 4 mostra a atribuicdo dos sinais dos espectros de 'H- e de

BC-RMN do 4cido 24-hidroxitorméntico, baseada em dados da

literatura'3*-140,
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Tabela 4 - Dados de 'H-RMN ( 300 MHZ) e de *C-RMN (75 MHz) do

padrio interno de referéncia.

acido 24-hidroxitorméntico em piridina deuterada, TMS como

Carbono

ORI A WN -

d (ppm)

47.5

68.4 (ddd; 1H; 4.1; J=4;9; 10,5 Hz)
85.5 (d; 1H; 3.3; J= 10,5 Hz)

43,7

56,3(dd; 1H; 2,9; J=4; 11 Hz)

19,1

33.6

40,1

47.6

38.0

241

127.,5 (m; 1H; 4.9)
139,7

41,8

29.0

Carbono 3 (ppm)

16
17
18
19
20
21
22
23
24

25
26
27
28
29
30

26,7

48,0

54,3 (s; 1H; 2,8)

72.4

42,1 (m; 1H; 3,6)

26,1

38.2

23,9

65,4 (2d; 1H cada; 43 e 3.5;
J=10,5 Hz)

17,0
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FIGURA 17 - Espectro de 'H-RMN (300 MHz) do Acido
24-Hidroxitorméntico em d’-piridina, TMS como

padrdo interno de referéncia.
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4.6 - Mistura de Acido Sericico e Acido 24-hidroxitorméntico

A mistura de acido sericico (51) e acido 24-hidroxitorméntico (55)
obtida a partir da casca do caule de Vochysia divergens foi identificada por
comparagdo de seus dados espectrais de 'H- e *C-RMN com os espectros

dos respectivos compostos puros.

As figuras 19 e 20 mostram espectros de 'H-RMN (200 MHz), a
figura 21 o espectro de "C-RMN (50 MHz), e a figura 22 o espectro de
BC-RMN/DEPT (50 MHz) da mistura de 4&cido sericico e Aacido
24-hidroxitorméntico obtida a partir de V. divergens, em piridina deuterada,
TMS como padrdo interno de referéncia. Nos espectros mostrados nas
figuras 19 e 20 ¢é possivel observar a sobreposi¢do dos sinais referentes aos
protons ligados aos carbonos 2 (ddd; J=4,9;10,5 Hz; 4,2 ppm), 3 (d; J=10,5
Hz; 3,5 ppm); 24 (2d; 1H cada; J=10,5 ppm; 4,4 e 3,7 ppm); e 5 (dd; J=4;11
Hz; 3,0 ppm); que sdo iguais para os compostos S1 e 55. J4 os sinais
referentes aos protons olefinicos (ligados ao carbono 12) aparecem a 5,5
ppm e a 4,8 ppm, respectivamente, para os compostos 51 e 55. Através das
areas relativas dos sinais dos respectivos protons olefinicos € possivel

calcular que a propor¢do  em peso de 4cido sericico/

29
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acido 24-hidroxitorméntico naquela mistura é de aproximadamente 2/1. Os
sinais dos protons ligados aos carbonos 18 e 19 no composto 51 aparecem a
3,6 ppm (2d; J=3 Hz); enquanto o sinal do proton ligado ao carbono 18 no

composto 55 aparece a 2,9 ppm (singlete).

A tabela 5 mostra a atribui¢do dos sinais do espectro de "C-RMN
dos acidos sericico e 24-hidroxitorméntico puros, ¢ da mistura dos dois,

obtida a partir da casca do caule de V. divergens.



Tabela 5 - Dados espectrais de *C-RMN (50 MHz) do acido sericico (51),

do 4cido 24-hidroxitorméntico (55), e da mistura dos dois, obtida

a partir de Vochysia divergens. TMS como padrdo interno de

referéncia, e piridina deuterada como solvente.

Carbono d (ppm) Carbono S (ppm)
51 |55° (51+55)° 51 55*  |(51+55)°
1 473 47,8 47,9(51) +[16 24,7 26,9 252(51) +
48.3(55) 27.4(55)
2 68.6 68,7 69,1 (51+535) |17 46.0 48.3 46.5(51) +
48.8(55)
3 85,7 85,8 86,2 (51+55) |18 44,7 54,6 45,2(51) +
55,0(55)
4 43.9 44.0 444 (51+55) |19 81.1 72,7 81.6(51) +
73.1(55)
5 56,5 56,6 57.0 (51+55) 120 35,7 42.4 36,2(51) +
42.3(53)
6 19.3 19.4 19.8 (51+55) |21 28.3 26.4 28.8(51) +
26.8(55)
7 33,5 33.8 34,1(51) +{22 33.5 38.5 34,1(51) +
34,3(55) 38,9(55)
8 40.0 40.4 40,5(51) +123 24.1 242 24,6 (51+55)
40.8(55)
9 48.4 47,9 48, 9(51) +124 65,6 65,7 66,1(51+55)
48,5(55)
10 38.4 38.3 38,9 (51+55) |25 17.3 17.3 178 + 17,7
(Sle 55)
11 28,3 24.4 28.8(51) +126 17,1 17,1 175 + 176
24.8(55) (51 ¢ 55)
12 123.3 127.9 123.7(51)  +|27 24.4 24.6 249(51) +
128,3(55) 25.1(55)
13 144.9 140,0 145.4(51) +128 180,38 180,7 181,1
140,4(55 (51.€.55)
14 42,0 42.1 42,5 (51+55) |29 28.8 16.8 29,3(51) +
17,2 (55)
15 29.0 29,3 296 (51+55)130 24.7 271 25,2(51) +
27,5 (55)

*Extraido da referéncia 140.
®Todo o espectro deslocado em +0,5 ppm.
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FIGURA 19 - Espectro de 'H-RMN (200 MHz) da mistura de Acido
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4.7 - Derivados do Acido Sericico e do Acido 24-hidroxitorméntico

4.7.1 - Reacdoes envolvendo os grupos hidroxila

4.7.1.1 - Acetilacio

Uma mistura de acido sericico e acido 24-hidroxitorméntico obtida a
partir de V. divergens foi acetilada por reagdo com anidrido acético em
piridina, rendendo uma mistura de produtos que foi purificada por
cromatografia em coluna. Obteve-se duas misturas contendo dois produtos
cada uma. Uma mistura continha os compostos ((57) e (58)) resultantes da
acetilagdo dos grupos hidroxila em 2a, 3B e 24 (triacetilagdo) do acido

sericico e do acido 24-hidroxitorméntico, respectivamente.

‘l

CH20Ac CH>0Ac

(57) (38)

A outra mistura continha os compostos ((59) e (60)) resultantes da
acetilagdo dos grupos hidroxila em 2a e 24 (diacetilagdo) do 4acido sericico

e do acido 24-hidroxitorméntico, respectivamente.
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CH>0ACc CH20Ac

(39) (60)

Os compostos 57, 58, 59 e 60 foram identificados através de dados
espectrais de 1V, 'H- e "C-RMN.

A figura 23 mostra o espectro no infravermelho (pastilha de KBr) da
mistura dos compostos 57 ¢ 58, e a figura 24 o espectro no infravermelho da
mistura dos compostos 59 e 60. As bandas intensas a 3452, 2940 e 1740
cm’', na figura 23, e a 3454, 2938 ¢ 1724 c¢m’ na figura 24 indicam,
respectivamente, a presenga de grupos -OH, -CH e -COOR.

A figura 25 mostra o espectro de 'H-RMN (200 MHz), a figura 26 o
espectro de "C-RMN (50 MHz), e a figura 27 o espectro de HETCOR (200
MHz) da mistura dos compostos 57 ¢ 58 em cloroférmio deuterado, TMS
como padrdo interno de referéncia. Na figura 25 aparecem os sinais
referentes aos protons ligados aos carbonos 2 (ddd; J=4;10,5;11,5 Hz; 5,1
ppm); 24 (s; 4,2 ppm); 3 (d; J=10,5 Hz; 4,8 ppm); e metilas dos grupos
acetil (1,97 e 2,05 ppm) dos compostos 57 ¢ 58. Nos espectros de 'H-RMN
da mistura de acido sericico e acido 24-hidroxitorméntico (figuras 19 e 20),
os sinais referentes aos protons ligados a alguns carbonos hidroxilados
aparecem a campos mais altos (H-2 = 4,2 ppm; H-3 = 3,4 ppm; H-24 = 3,7
e 4,3 ppm), indicando que 57 e 58 sdo compostos triidroxilados, o que foi

confirmado pelos espectros mostrados nas figuras 26 e 27.
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A figura 28 mostra o espectro de "H-RMN (200 Ml1z), a figura 29 o
espectro de C-RMN (50 MHz), e a figura 30 o espectro de "“C-
RMN/DEPT (50 MHz), da mistura dos compostos 59 ¢ 60 em cloroformio
deuterado, TMS como padrio interno de referéncia. Na figura 28 aparecem
os sinais referentes aos protons ligados aos carbonos 2 (ddd; J=4,;10,5;11,5
Hz; 5,0 ppm); 24 (2d; J=12 Hz; 4,25 e 4,14 ppm); 3 (d; J=10,5 Hz; 3,3
ppm); e metilas dos grupos acetil (2,08 e 2,06 ppm) dos compostos 59 e 60.
Nos espectros de 'H-RMN da mistura de &cido sericico e éacido 24-
hidroxitorméntico (figuras 19 e 20), os sinais referentes aos protons ligados
a alguns carbonos hidroxilados aparecem a campos mais altos (H-2 = 4,2
ppm; H-24 = 3,7 e 4,3 ppm), enquanto o sinal referente ao proton H-3
(= 3,4 ppm) ndo mudou, indicando que 59 e 60 sdo compostos diidroxilados,

o que foi confirmado pelos espectros mostrados nas figuras 29 e 30.

A tabela 6 mostra a atribui¢do de sinais dos espectros de 'H- e de
BC-RMN das misturas de acido sericico (51) e acido 24-hidroxitorméntico
(55), e da mistura dos compostos triacetilados 57 e 58. A atribui¢do dos
sinais foi baseada em dados da literatura para os compostos 57'2%13 ¢ 5813%
%9 Como ndo havia na literatura consultada dados de '*C-RMN para o
composto 57, os dados de "C-RMN dos carbonos 11-22 e 27-30 do
derivado triacetilado do acido sericico foram comparados com os mesmos
dados para o derivado triacetilado da arjungenina (61) '*!"'*"'2 havendo
boa concordancia entre os dados comparados. Além disso, na atribui¢do
dos sinais também foram uteis os dados fornecidos pelo espectro de

HETCOR da mistura dos compostos 57 e 58, mostrado na figura 27.
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23

(61)

A tabela 7 mostra a atribui¢do de sinais dos espectros de 'H- e de
BC-RMN das misturas de 4cido sericico (51) e acido 24-hidroxitorméntico
(55), e da mistura dos compostos diacetilados 59 e 60. Como ndo havia
dados espectrais de 'H- ¢ de ?C-RMN para os compostos 59 e 60 na
literatura consultada, a atribui¢do dos sinais foi feita por comparagdo com os
dados obtidos para os compostos 51, 55, 57 e S8, e também através da
analise dos dados fornecidos pelo espectro de C-RMN/DEPT, mostrado
na figura 30.

Considerando a quantidade de mistura dos compostos 57 e 58 obtida
(50 mg, apds purificagdo) da reagdo de acetilagio da mistura de acido
sericico e acido 24-hidroxitorméntico (103 mg), o rendimento da
triacetilagdo foi de 39%. Ja a reagdo de diacetilagdo, que rendeu a mistura
dos compostos 59 ¢ 60 (34 mg, apds purificagdo), teve um rendimento de

28%.
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Tabela 6 - Dados de 'H-RMN (200 MHz) e de >C-RMN (50 MHz) das

misturas de acido sericico e acido 24-hidroxitorméntico (51 +

55) e dos seus derivados triacetilados (57 + 58) , TMS como

padrio interno de referéncia.

Carbono S (ppm)
(51 + 55)*" (57 + 58)°
2 69.1 (ddd 1H; 4.2;[(51+35) 693 (ddd; 1H: 5.1;[(57+58)
J=4;9;10,5 Hz) J=4;10,5; 11,5 Hz)
3 86,2(d; 1H; 3.4;|(51+55) 79.8(d, 1H;,  4.8;](57+58)
J=10,5 Hz) J=10,5 Hz)
12 123.7(m;1H;5.5)(51) e | 128.3(m;1H;4.8)(55) | 124.4(m;1H;5.4) (57) e | 128.5(m;1H;5,3)(58
13 1454 (51) e 140.4 (55) 142,7 (57) ¢ 138,0 (58)
18 45.2(d;1H;3.6;J=3 Hz) | 55,0 (s;1H;2.9) (55) |43.3(d; 1H; 3,1;J=3 Hz)| 52,8 (s; 1H; 2.6)
5De (57) e (58)
19 81,6(d; 1H; 3.6;1 73,1 (55) 81.5(d;1H; 3.3; J=3 Hz) | 73,0 (58)
J=3Hz)(5])e (57D e
24 66,1(2d;1Hcada;3,7 e|(51+55) 65.,3(s; 2H; 4.2) (57+58)
4.3; J=10,5Hz)
28 181,1 (51+55) 184,1(57 ¢ 38)
OCOCH; 21,0; 21.0; 21,0 (s; 3H| (57+58)
cada; 1,97;1,97; 2,05)
OCOCH; 170,3;170.6;170,7 (57+58)

%Wer tabela 5. Dados de "C-RMN deslocados em +0,5 ppm.
®Solvente: piridina deuterada;
“Solvente: cloroférmio deuterado.

CH2OAC

(7

~ CH2OAc

(58)
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Tabela 7 - Dados de 'H-RMN (200 MHz) e de C-RMN (50 MHz) das

misturas de acido sericico e acido 24-hidroxitorméntico (51 +

55) e dos seus derivados diacetilados (59 + 60) , TMS como

padrdo interno de referéncia.

Carbono o (ppm)
(51 + 55)*" (59 + 60)°
2 69.1 (ddd 1H; 4.2;[(51+55) 724 (ddd; 1H; 50;] (39 +60)
J=4; 9;10,5 Hz) J=4; 10,5 ; 11,5Hz)
3 86,2(d;, 1H; 3.4;[(51+55) 8.0 (d, 1H; 3.3;[(59+60)
J= 10,5 Hz) J= 10,5 Hz)
12 123.7(m; 1H;5,5)(51) ¢ | 128.3(m;1H;4,8)(55) | 124,7 (m;1H:5.4) (59) e | 128.8(m;1H;5,3)(60
13 1454 (51) e 140,4 (55) 142,8 (59) e 138,1 (60)
18 452(d; 1H;3,6,J=3 Hz) | 55,0 (s;1H;2,9) (55) |43.2(d; 1H:3,1; J=3 Hz) | 52.9(s;1H; 2.6) (60)
Bhe (39) e
19 816(d, 1H; 3.6 73,1(55) 81,6(d;1H; 3.3; J=3Hz) | 73,0 (60)
J=3Hz) 5De (39 e
24 66,1(2d;1Hcada;3,7 e[ (51+55) 658 (2d; IH cada;[(59 +60)
4,3; J=10,5Hz) 4,14 ¢ 4.25; J=12 Hz)
28 181,1 (51+55) 184,2 (39 + 60)
OCOCH; 21,1; 214 (s, 3H;[(59+60)
2,06 2 2,08)
OCOCH; 170,9 e 171,5 (59 € 60)

Wer tabela 5. Dados de ?C-RMN deslocados em +0,5 ppm;
®Solvente: piridina deuterada;
“Solvente: cloroformio deuterado.

AcO

HO

CHQOAC

(59)

AcO

HO

CH20Ac

(60)
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dos Compostos Triacetilados 57 e 58, derivados do Acido
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FIGURA 27 - Espectro de HETCOR da mistura  dos Compostos
Triacetilados 57 ¢ 58, derivados do Acido Sericico e do
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Diacetilados 59 e 60, derivados do Acido Sericico e do
Acido 24-Hidroxitorméntico, em CDCls, TMS como padrio

interno de referéncia.
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- 4.7.1.2 - Oxidagiio

A reagdo da mistura de acido sericico e acido 24-hidroxitorméntico
com periodato de sédio produziu varias substincias que foram separadas por
cromatografia em coluna, obtendo-se uma mistura dos produtos da oxidagéo

do 4cido sericico , o composto 62, ¢ do acido 24-hidroxitorméntico, o

composto 63.

(62) - | - (63)

Os compostos 62 ¢ 63 foram identificados, misturados, através da
analise de seus dados espectrais de 1V, 'H- ¢ BC-RMN. O composto 62 foi

133 mas ndo ha referéncias na literatura sobre o

sintetizado anteriormente
composto 63. Também ndo ha na literatura dados espectrais dos compostos

62 ou 63.

A figura 31 mostra o espectro no infravennelhb da mistura vdos»
compostos 62 ¢ 63 em pastilha de KBr, (cm™): 3470; 2938; 1712; 1454;
- 1382; 1162; 1076; 1034; 742. As bandas a 3470, 2938 ¢ 1712 cm”! indicam,
respectivamente, a presenca de grupos -OH, -CH e -CHO. |
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A figura 32 mostra o espectro de 'H-RMN (200 MHz) em
cloroformio deuterado, a figura 33 o espectro de ’C-RMN (50 MHz), e a
figura 34 0 espectfo de "“C-RMN/DEPT (50 MHz) em uma solugdo de
cloroformio deuterado e acetona deuterada, da gﬂstma dos compostos 62 e
63, TMS como padrdo interno de referéncia. A figura 32 mostra os sinais
| correspondentes aos protons ligados aos carbonos 2 (dd; J=4; 11,5 Hz; 5,1
ppm); 3 (s; 9,4 ppm, préton aldeidico); e 24 (2d; J=}12,5 Hz; 3,1 e 4,1 ppm),
nos compostos 62 e 63. Nos espectros de '"H-RMN da mistura de acido
sericico e acido 24-hidroxitorméntico (figuras 19 e 20), os sinais referentes
aos protons ligados aos carbonos hidroxilados aparecem em campos bem
diferentes (H-2 = 4,2 ppm; H-3 = 3,4 ppm; H-24 = 3,7 ¢ 4,3 ppm),
indicando que 62 e 63 sdo composfos que contém um grupo aldeidico livre e
um grupo hemiacetal, e as estruturas propostas foram confirmadas pelds

espectros mostrados nas figuras 33 e 34.

A tabela 8 mostra a vatribuicﬁo de sinais dos espectros de 'H- ¢ de
BC-RMN da mistura dos compostos 62 e 63, e da mistura de acido sericico
e 4cido 24-hidroxitorméntico. Como niio havia dados espectrais de 'H- e de
»C-RMN para os compostos 62 ¢ 63 na literatura consultada, a atribui¢do
dos sinais foi feita por comparagdo: com os dados de 'H-RMN descritos na -

4143

literatura para o composto 64 (protons ligados aos carbonos 1-10); com

os dados obtidos para os compostos 51 e 55; e com dados da literatura para

aldeidos e hemiacetais 4143

espectro de *C-RMN/DEPT, mostrado na figura 34.

. Também foram dteis os dados fornecidos pelo
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(64)

Considerando é quantidade de mistura dos compostos 62 e 63 (73 mg,
. apos purificagdo) obtida na reagdo de oxidagdo da mistura de acido sericico
e 4cido 24-hidroxitorméntico (103,7 mg), com periodato de sédio, 0

fendimento foi de 71%.
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Tabela 8 - Dados de 'H-RMN (200 MHz) e de >C-RMN (50 MHz) das

misturas de acido sericico e acido 24-hidroxitorméntico (51 +

55) e dos seus derivados por oxidagdo (62 + 63) , TMS como

padrio interno de referéncia.

Carbono O (ppm)
(51+55)™" (62+63)°
2 69.1 (ddd 1H; 4.2;[(51+55) 942 (dd, 1H; 5.1;| (62+63)
J=4; 9;10,5 Hz) J=4; 11,5Hz)
3 86,2d; 1H; 3.4 [(51+55) 206,1 (s; 1H; 9.4) (62+63)
J=10,5 Hz)
12 123.7(m;1H;5,5)(51) | 128,3(m; 1H:4.8)(55 | 124,4(m;1H;5.4)(62) e 128.8(m;1H;5.3)(63
[
13 1454 (51) e 140,4 (55) 143,4 (62) e 138,5 (63)
18 452(d;1H;3,6,0=3 [ 55,0 (s:1H:2.9) (55) [ 44.2(d; 1H;3.1; J=3 Hz) | 53,9(s; 1H;2.5) (63)
Hz) (51) e (62) ¢
19 81,6(d; 1H; 3.6[73,1(55) 81,6(d; 1H;3,3; J=3 Hz) | 72,5 (63)
J=3Hz) 5De (62) e
24 66.1(2d;1Hcada;3.7 e | (51+55) 63.5 (2d; 1H cada;| (62+63)
4,3; J=10,5Hz) 3,0€ 4,0 ;J=12,5Hz)
28 181,1 (51+55) 179,7 (62+63)

*Ver tabela 5. Dados de "C-RMN deslocados em +0,5 ppm.

®Solvente: piridina deuterada;

“Solvente: mistura de cloroférmio deuterado com acetona deuterada.
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FIGURA 31 - Espectro no Infravermelho em pastilha de KBr da mistura

dos Compostos 62 e 63, produtos da oxidagdo do Acido

Sericico e do Acido 24-Hidroxitorméntico.
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FIGURA 32 - Espectro de 'H-RMN (200 MHz) da mistura dos Compostos
62 e 63, produtos da oxidagio do Acido Sericico e do Acido

24-Hidroxitorméntico, em CDCl;, TMS como padrdo interno

de referéncia.
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FIGURA 33 - Espectro de "C-RMN (50 MHz) da mistura dos Compostos
62 e 63, produtos da oxidagio do Acido Sericico ¢ do Acido

24-Hidroxitorméntico, em mistura de CDCl; e d°-acetona,

TMS como padrdo interno de referéncia.
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FIGURA 34- Espectro de “C-RMN/DEPT (50 MHz) da mistura dos
Compostos 62 e 63, produtos da oxidagfio do Acido
Sericico e do Acido 24-Hidroxitorméntico, em mistura de
CDCl; e d®-acetona, TMS como padréo interno de
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4.7.3 - Reagoes envolvendo o grupo carboxila

4.7.2.1 - Metilagio

A reagdo da mistura de acido sericico ¢ acido 24-hidroxitorméntico
(obtida a partir da casca do caule de Vochysia divergens) com diazometano
em éter etilico rendeu uma mistura de produtos, que foi separada por
cromatografia em coluna. Obteve-se entdo uma mistura dos compostos 65 e

66, que sdo os respectivos ésteres metilicos do acido sericico e do 4cido 24-

hidroxitorméntico.

CH20H CH20H
242 242

(65) (66)

Os compostos 65 e 66, misturados, foram identificados através da
analise e comparagdo de seus dados espectrais de 1V, 'H- ¢ >C-RMN com
os dados da mistura de acido sericico e acido 24-hidroxitorméntico. O

B33 mas ndo ha na literatura

composto 65 foi sintetizado anteriormente
referéncias sobre o composto 66. Também ndo ha na literatura dados

espectrais dos compostos 65 ou 66.
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A ligura 35 mostra o espectro no infravermelho em pastilha de KBr,
a figura 36 o espectro de '"H-RMN (200 Mhz), e a figura 37 o espectro de
BC-RMN (50 Mliz) em cloroformio deuterado, da mistura dos compostos
65 e 66, TMS como padrio interno de referéncia. O espectro mostrado na
figura 35 tem bandas intensas a 3448, 2938 e 1720 cm’, indicando a
presenca de grupos -OH, -CH e -COOR. No espectro mostrado na figura 36
observa-se o singlete a 3,6 ppm referente aos prétons do grupo metoxila,
introduzido através da reagdo de metilagdo da mistura de acido sericico e
4cido 24-hidroxitorméntico. Uma comparagdo entre os espectros de "“C-
RMN das misturas de acido sericico e acido 24-hidroxitorméntico (figuras
19 e 20), e dos compostos 65 e 66 (figura 37) confirma que ocorreu a
reagdo de metilagdo, observando-se a substituigio do sinal de grupo
carboxila a 181,1 ppm pelos sinais de carbonila de éster a 178,4 e a 178,5
ppm; e pelo aparecimento dos sinais referentes aos grupos metoxila

introduzidos, a 51,6 € a 51,7 ppm.

A tabela 9 mostra a atribuigdo de sinais dos espectros de 'H- e de
’C-RMN da mistura dos compostos 65 e 66, e da mistura de 4cido sericico
e acido 24-hidroxitorméntico. Como ndo havia dados espectrais de 'H- e de
C-RMN para os compostos 65 e 66 na literatura consultada, a atribui¢do
dos sinais foi feita por comparagdo com os dados obtidos para os compostos

S1eSs.

Considerando a quantidade de mistura dos compostos 65 ¢ 66 (73 mg,
apos purifica¢do) obtida na reagdo de metilagdo da mistura de acido sericico

e acido 24-hidroxitorméntico (200,0 mg), o rendimento foi de 36%.
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Tabela 9 - Dados de 'H-RMN (200 MHz) e de >*C-RMN (50 MHz) das

misturas de acido sericico e acido 24-hidroxitorméntico (51 +

55) e dos seus derivados metilados (65 + 66) , TMS como

padrdo interno de referéncia.

Carbono d (ppm)
(51 + 55)*° |(65 + 66)°
2 69.1 (ddd 1H; 4.2;](51+55) 69.0  (ddd; 1H; 3.8[(65+66)
J=4; 9:10,5 Hz) J=4; 9:10,5 Hz)
3 862(d, 1H, 3.4;[(51+55) 853 (d, 1H, 3.1;[(65+66)
J= 10,5 Hz) J=10,5Hz)
12 123.7(m; 1H;5.5)(51) € | 128.3(m; 1H;4,8)(55 | 124.6(m;1H;5.4)(65) e | 128.6(m;1H;5.3)
(66)
13 1454 (1) e 140,4 (55) 142,8 (65) e 1382 (66)
18 452(d;1H;3.6,0=3 Hz)|55.0 (s;1H;2,9) (55) [43,1(d; 1H;3.1; =3 Hz) | 53.1(s; 1H; 2.5)
(5D e (65) ¢ (66)
19 81.6(d; 1H; 3.6;  J=| 73.1(55) 81,6(d; 1H; 3.3;J=3 Hz) | 73.1 (66)
3Hz) 5)e (65) e
24 66.1(2d;1Hcada;3.7 e| (51+55) 655 (2d; 1H cada; | (65+66)
4.3; 1=10,5Hz) 3.3e4.1;J=10,5Hz)
28 181,1 (51455) 178,4 € 178,5 (65 ¢ 66)
COOCH, 51.7 ¢ 51.6(s; 3H; 3.6) | (65 ¢ 66)

*Ver tabela 5. Dados de >C-RMN deslocados em +0,5 ppm.
®Solvente: piridina deuterada;
“Solvente: cloroférmio deuterado
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FIGURA 35 - Espectro no Infravermelho em pastilha de KBr da mistura

dos Compostos 65 e 66, produtos da metilagdo do Acido

Sericico e do Acido 24-Hidroxitorméntico.
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68 e 66, produtos da metllaglio do Acldo Sericico e do Acido
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FIGURA 37 - Espectro de ?C-RMN (50 MHz) da mistura dos Compostos
65 e 66, produtos da metilaghio do Acldo Sericico e do Acido

24-Hidroxitorméntico, em CDCl;, TMS como padrdo interno

de referéncia.
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4.7.2.2 - Reacgoes de esterificacio com 1-bromo-2-fenil-etanona, e com

I-bromo-(4’-bromo)-2-fenil-etanona

A reagdo de 4acido sericico com 1-bromo-2-fenil-etanona rendeu uma
mistura de produtos que, apos purificagdo, rendeu o composto 67. Ja a
reag¢do de acido sericico com Il-bromo-(4’-bromo)-2-fenil-etanona rendeu
uma mistura de produtos que, apos separagdo, forneceu o composto 68,

sendo os compostos 67 ¢ 68 resultantes da esterificagdo do acido sericico.

29 30
21
22 2" g
COOCHZC(O)—l@4-
28
6 9

(68)

Os compostos 67 e 68 foram identificados através da andlise e

comparagio de seus dados espectrais de 1V, 'H- e ?C-RMN com os dados
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do acido sericico. Nao ha na literatura descri¢des de sinteses ou quaisquer

dados dos compostos 67 ou 68.

A figura 38 mostra o espectro no infravermelho do composto 67 em
pastilha de KBr (cm™): 3434; 2938; 1728; 1704; 1638; 1452; 1380; 1194;
752; 690. Os sinais a 3434, 2938 ¢ a 1728 cm™ indicam, respectivamente, a
presenca de grupos -OH, -CH e -COOR.

A figura 39 mostra o espectro no infravermelho do composto 68 em
pastilha de KBr, (cm™): 3398; 2938; 1730; 1586; 1454; 1396; 1160; 1048,
1030; 764; 638. Os sinais a 3398, 2938 e a 1730 cm’ indicam,
respectivamente, a presenga de grupos -OH, -CH e -COOR.

A figura 40 mostra o espectro de "H-RMN (200 MHz) do composto
67, ¢ a figura 41 o espectro de 'H-RMN (200 MHz) do composto 68 em

cloroférmio deuterado, TMS como padrio interno de referéncia.

A figura 42 mostra o espectro de *C-RMN (50 MHz) do composto
67, e a figura 43 o espectro de *C-RMN (50 MHz) do composto 68 em

cloroformio deuterado, TMS como padrio interno de referéncia.

A tabela 10 mostra a atribui¢do de sinais dos espectros de 'H- e de
BC-RMN dos composto 67 e 68, e do 4cido sericico. Como ndo havia dados
espectrais de 'H- e de ?C-RMN para os compostos 67 e 68 na literatura
consultada, a atribui¢do dos sinais foi feita por comparagdo com os dados
obtidos para o acido sericico, e para a atribui¢do dos sinais de 'H- e "C-
RMN dos protons e carbonos dos anéis aromaticos dos compostos. 67 ¢ 68,
foram consultados dados da literatura para a 1-fenil-etanona, ¢ para a I-

fenil-(4’-bromo)-etanona'*14,
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Tabela 10 - Dados de 'H-RMN (200 MHz) e de >C-RMN (50 MHz) do

acido sericico (51) e dos seus derivados 67 ¢ 68, TMS como

padrdo interno de referéncia.

Carbono d (ppm)
SH** (67)° (68)°
2 68,6(ddd; 1H; 4.3,=4; 9, 10,5 69,0(ddd; 1H; 3,8J=4; 9; 10,5]70,0(ddd; 1H; 3,8J=4; 9; 10,5
Hz) Hz) Hz)
3 85,7(d; 1H; 3.5, J= 10,5 Hz) 85.4(d; 1H; 3.1 J= 10,5 Hz) 86.3(d; 1H; 3.1;J=10,5 Hz)
12 123 3(m; 1H; 5.5) 124,6(m; 1H; 5 4) 124,6(m; 1H; 5.4)
13 144.9 142.7 142,7
18 44,7(d; 1H; 3,6, J=3 Hz) 43.2(d; 1H; 3,1; J=3 Hz) 43.2(d; 1H; 3,1,J=3 Hz)
19 81,1(d; 1H; 3.6, J=3 Hz) 81,7(d; 1H; 3.3; J=3 Hz) 81,8(d; 1H; 3.3; J= 3 Hz)
24 65,6(2d; 1H cada; 3.7 e 4.5|65,6(2d; 1H cada; 3.3 e 4,1;]65,52d; 1H cada; 3.3 e 4,0,
J=10,5 Hz) J=10,5 Hz) J=10,5 Hz)
28 180,8 177.3 178,3
OCH,C(0)- 85.4(2d; 1H cada; 5,1 e 52;|86,32d; 1H cada; 5,1 e 52;
J=16 Hz) J=16 Hz)
OCH,C(0)- 1927 193,7
2 3 1’ 1344
I 2+ 6’ 1287 (2d; 1H cada;, 7.8,
O
3+ 5 1277 (2dd; 1H cada;
¢ & 7.4, J=7Hz)
4 133,7(dd;1H;7,59,J= 1 Hz)
23 e 129,0
r @ 2+ 6> 129,3 (2d; 1H cada;, 7.7,
@ Br J=8 Hz)
3+ 5’ 132,1 (2d; 1H cada; 7.6;
& J=8 Hz)
4 134,1
®Ver tabela 3.
bSolvente: piridina deuterada;

‘Solvente: cloroformio deuterado
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Considerando a quantidade de composto 67 (15,3 mg, apos
purificagdo) obtida na reagdo de acido sericico (37,2 mg) com excesso de 1-

bromo-2-fenil-etanona, o rendimento foi de 33%.

Considerando a quantidade de composto 68 (16,5 mg, apos
purifica¢do) obtida na reagdo de acido sericico (39,6 mg) com excesso de 1-

bromo-(4’-bromo)-2-fenil-etanona, o rendimento foi de 30%.
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FIGURA 38- Espectro no Infravermelho em pastilha de KBr do Composto

67, produto da esterificagdo do Acido Sericico com 1-

Bromo-2-fenil-etanona.
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FIGURA 39- Espectro no Infravermelho em pastilha de KBr do Composto
68, produto da esterificagdo do Acido Sericico com 1I-

Bromo-(4’-bromo)-2-fenil-etanona.
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FIGURA 40 - Espectro de '"H-RMN (200 MHz) do Composto 67, produto
da esterificagio do Acido Sericico com 1-Bromo-2-fenil-

etanona, em CDCl3;, TMS como padrio interno de referéncia.
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FIGURA 41 - Espectro de 'H-RMN (200 MHz) do Composto 68, produto

da esterificagio do Acido Serfcico com 1-Bromo-(4’-

bromo)-2-fenil-etanona, em CDCl;, TMS como padrdo

interno de referéncia.
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FIGURA 42 - Espectro de *C-RMN (50 MHz), do Composto 67, produto
da esterificagdo do Acido Serfcico com 1-Bromo-2-fenil-

etanona, em CDCl;, TMS como padrido interno de

referéncia.
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FIGURA 43 - Espectro de >C-RMN (50 MHz), do Composto 68, produto
da esterificagdo do Acido Sericico com 1-Bromo-(4’-

bromo)-2-fenil-etanona, em CDCl;, TMS como padrio
interno de referéncia.
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4.7.3 ) Reagdes Mal Sucedidas

Br-CH @
» Ndo ocorreu reacio
DMF, trietilamina, refl., 100 h

@COOOH
Cl

MeOH, 50°C, 144 h

H3C'©'SO3CI e .
?Nio ocorreu reacao

ﬁMF, trietilamina, refl., 180 h
(51) + (55)

e DMF, DMAP, refl., 150 h

\ Clz/ MeOH (Bl’z € 12)
\ HO 0
X
HO
HO

CH20H

(decomposicio)

L

> Mistura complexa

sMistura complexa

DMF, DMAP (ou trietilamina), t.a., 195 h

'i" /CHchZCI

Me — N
A
Me

s Ndo ocorreu reacio

DMF, trietilamina, 50°C, 100 h

A

H CHoCI

DMF, trietilamina, 50°C, 100 h

sNd0 ocorreu reacio




118

4.8 - Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do extrato hidroalcoolico (E1), do extrato
etanolico bruto (E2), da fragdo do extrato etandlico bruto eluida com acetato
de etila na percolagdo sobre leito de silica (FAcOEt), do acido betulinico
(46), do B-sitosterol (48), do acido sericico (51), e da mistura de acido
sericico e acido 24-hidroxitorméntico (51 + 55) (na propor¢do em peso dos

compostos S1/55 = 2/1), todos obtidos da casca de V. divergens, contra

) .. 149150
algumas bactérias patogénicas » ¢ mostrada na tabela 11.

Tabela 11 - Concentragdo Inibitéria Minima (CMI) em mg/mL, para
Extratos e Compostos Isolados da Casca do Caule de V.

divergens
CMI (mg/ mL)

Bactéria  Escherichia Staphyloco- Shigella Streptoco- Salmonella
e COlE ccus aureus flexinere  ccus sp. typhimu-
Extrato/ rium
Composto
Extr. hidroale." >5 1,5 = - -
Extr. etanélico® >5 2.5 - = =
Fragio AcOEt® >5 2,0 = = -
Ac. Betulinico® >5 >5 - = =
p-sitosterol’ >5 >5 - . _
Ac. sericico’ >5 0,20 1,25 <0,25 >0,90
Ac. ser+Ac.24- - 0,30 - . 1,20

hidroxitorm. ®

- ndo testados; “extrato hidroalcodlico; "extrato etandlico bruto; “fragdo do
extrato etanolico bruto eluida com acetato de etila na percolagio sobre leito
de silica; %acido betulinico; *B-sitosterol;facido sericico; # mistura de acido
sericico e acido 24-hidroxitorméntico (ver texto).
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Os resultados mostrados na tabela 11 indicam que todos os extratos
testados, o acido sericico € a mistura de acido sericico e acido 24-
hidroxitorméntico exibiram ag¢do contra S. aureus, enquanto o B-sitosterol e

o acido betulinico foram inativos até a maxima concentragdo testada. O

o ;3 : : . N . 149-150
acido sericico também foi testado contra outras bactérias patogénicas ,

mostrando boa atividade contra S. flexinere, S. tiphymurium, e
especialmente contra Streptococcus sp. A mistura de acido sericico e acido
24-hidroxitorméntico também mostrou boa atividade contra S. aureus e S.
tiphymurium. Ja a bactéria E. coli foi resistente até a maxima concentrag¢do

testada de todos os extratos, e compostos puros.

Bactérias gram-positivas do género Staphylococcus causam infecgdes
do colo do datero, impertigo, septicemias, meningites, furunculose,
osteomielite, conjuntivites, etc, e Staphylococcus aureus também causa a
pneumonia estafilococica. A maioria das cepas € resistente a penicilina

COn,lurn'l49-152

Bactérias gram-positivas do género Streptococcus causam amidalites,
febre reumatica, escarlatina, endocardites, hipodermites, erisipela,
glomerulonefrite, cervites e outras doengas que podem ser tratadas por

penicilina.'*'%

A bactéria gram-positiva Shigella flexinere causa infecg¢des

urinarias.'* 1"

Bactérias gram-negativas do género Salmonella, incluindo .
tiphymurium causam toxi-infecgdes alimentares. Estas bactérias invadem a

mucosa que envolve o célon e o ileo, necrosando-a.'>

Esses resultados sugerem que o &acido sericico e o acido 24-

hidroxitorméntico sdo ativos tanto contra bactérias gram-positivas como
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gram-negativas, sendo uteis no combate a infecgdes, o que justifica o uso do
cha da casca de Vochysia divergens na medicina popular.

Os resultados dos testes de atividade antibacteriana aqui descritos

155-156 e n3o ha outras referéncias na literatura sobre a

foram publicados
atividade antibacteriana de triterpenos pentaciclicos tetra-hidroxilados,

semelhantes aos acidos sericico e 24-hidroxitorméntico.
4.9 - Atividade antifangica

A atividade antifngica do extrato hidroalcodlico (E1), do extrato
etanolico bruto (E2), da fragdo do extrato etandlico bruto eluida com acetato
de etila na percolagdo sobre leito de silica (FAcOELt), e do 4cido sericico

(51), todos obtidos da casca de V. divergens, foi testada contra alguns

N . 150 o
fungos patogénicos. ~ Todos os extratos testados foram inativos na

concentragdo maxima utilizada (1,25 mg/mL), e a atividade do 4acido

sericico € mostrada na tabela 12.
O 4cido sericico exibiu atividade antifingica contra leveduras e
C e A . 150 ny ~
fungos miceliais patogénicos. = Na maxima concentragdo empregada (500

pg/mL), o acido sericico foi ativo especificamente contra Candida albicans

FCF-243, C. albicans 1ICB-12, C. tropicallis e Penicillium.

Fungos do género Candida, especialmente C. albicans, causam

vaginites, ptiriase, granulomatoses cutdnea ou visceral, e outras

. 149-150,157
micCose€s.

Os resultados dos testes de atividade antifingica aqui descritos foram

publicados!*®, e ndo ha outras referéncias na literatura sobre a atividade
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antifingica de triterpenos pentaciclicos tetra-hidroxilados, semelhantes ao

4cido sericico.

Tabela 12 - Atividade Antifingica do Acido Sericico - Resultados
expressos como didmetro médio da zona de inibi¢do (mm), em

ensaios de difusdo em agar.

de

Fungos Concentracio Controlede Controle
de acido sericico crescimento das Susceptibilidade
(ng/mL) cepas-teste com

Cetoconazol

500 250

Rhinosporidium rubra 00 00 + 20

Candida albicans FCF- 22 20 + 20

243

Candida albicans IBC- 21 18 + 21

12

Candida tropicalis 10 00 + 21

Aspergillus parasiticus 00 00 + 23

Aspergillus flavus 00 00 + 22

Microsporum canis 00 00 + 20

72T

Microsporum canis 00 00 + 30

LM-003

Penicillium 15 00 + 30

4.10 - Atividade antinociceptiva

A tabela 13 mostra o efeito analgésico dos compostos analisados no
modelo de dor causada pela inje¢do intraplantar de formalina em
camundongos. Observa-se que o 4acido sericico, o 4acido 24-
hidroxitorméntico, a mistura de seus derivados acetilados nos grupos
hidroxila em 2a., 33 € 24 (57 + 58), a mistura de seus derivados acetilados
nos grupos hidroxila em 2a e 24 (59 + 60), a mistura de seus derivados por
oxidag¢do dos grupos hidroxila em 2a e 3B (62 + 63), a mistura de seus

derivados metilados (65 + 66), ¢ o derivado do 4acido sericico por




esterificacdo com 1-bromo-(4’-bromo)-2-fenil-etanona (68), administrados
por via intraperitoneal na dose de 10 mg/Kg, causaram significativo efeito

analgésico.

No teste da formalina a primeira fase corresponde a dor de origem
neurogénica, e a segunda fase a dor de origem inflamatéria.' Como pode
ser observado na tabela 13, o acido sericico, o acido 24-hidroxitorméntico e
todos os seus derivados testados foram eficazes em inibir tanto a dor de
origem neurogénica (primeira fase), quanto a dor de origem inflamatoria

(segunda fase).

Tabela 13 - Atividade analgésica do &cido sericico (51), do acido
24-hidroxitorméntico (55), e de seus derivados, no modelo
de dor causada pela formalina em camundongos, na dose de

10 mg/Kg, via intraperitoneal.

Composto Dose (umol/kg) % Inibicdo
1* fase 2" fase

Ac. sericico® 19,8 50,6 52,0
Ac. 24-hidr.torm.® 19,8 45,5 54.6
(57+58)(triacetil) ¢ 15,8 11,9 5,4
(59+60)(diacetil.)¢ 17,0 40,5 74,2
(62+63)(hemiac.)® 19,9 26,2 74,2
(65+66)(ést.met.)t 19,3 38,1 61,3
68 ( éster ) 14,3 19,1 6,5
Aspirina 55,5 17,3 38,7
Acetaminofeno 66,2 9,0 37,8

@ 4cido sericico; Pacido 24-hidroxitorméntico; ‘mistura dos derivados

acetilados nos grupos hidroxila em 2a, 33 e 24 do 4cido sericico e do acido
24-hidroxitorméntico;  “mistura dos derivados acetilados nos grupos
hidroxila em 2a e 24 do acido sericico e do acido 24-hidroxitorméntico; ©
mistura dos derivados por oxida¢do dos grupos hidroxila em 2a e 3B do
acido sericico e do acido 24-hidroxitorméntico; ' mistura dos derivados
metilados do acido sericico e do acido 24-hidroxitorméntico; & derivado do
acido sericico por esterificagdo com 1-bromo-(4’-bromo)-2-fenil-etanona.




123

Como vmostra a tabela 13, na dosagem de 10 mg/Kg, a aspirina e o
acetaminofeno, que sdo duas drogas tradicionalmente usadas clinicamente,
sdo menos eficazes que o dcido sericico, o 4cido 24-hidroxitorméntico, e
que as misturas de seus derivados (59 + 60)(diacetilado$), 62 +
63)(hemiacetais), e (65 + 66)(ésteres metilicoS), em inibir a dor de ofigem
neurogénica (primeira fase) e a dor inflamatéria (segunda fase) elicidadas
pela injecdo intraplantar de formalina em camundongos. Entretanto, |
enquanto a aspirina e o acetaminofeno sdo efetivos em inibir o edema de
pata causado pela formalina, o 4cido sericico, o dcido 24-hidroxitorméntico,

e todos os seus derivados, ndo apresentaram este efeito.

E relevante observar que, na dbsagem de 10 mg/Kg, enquanto a
mistura dos compostos diacetilados 59 e 60.apresentou atividade menor que -
0 acido sericico na inibi¢do da dor de origem neurogénica, a mesma mistura
foi mais eficaz que o referido composto em inibir a dor de origem
inflamatéria. Por outro lado, a mistura dos compostos triacetilados 57 e 58
foi menos eficaz que o acido sericico em inibir tanto a dor de origem
neurogénica, quanto a dor de origem inflamatéria, o que indica que ¢é
fundamental para a atividade analgésica destes compostos a presenga de um

grupo hidroxila livre na posigdo 3.

Na dosagem de 10 mg/Kg, a mistura dos compostos metilados 65 e
66 foi menos eficaz que o 4acido sericico em inibir a dor de origem'
neurogénica, mas foi mais eficaz que este em inibir a dor de origem
inflamatoria. J4 o composto 68, derivado do 4cido sericico por esterificago
com ~1-bromo-(4’-bromo)-2-fenil-etanona, foi menos eficaz que o é&cido
sericiéo em inibir tanto a dor de origem neurogénica, quanto a dor de origem
inflamatdria. Estes resultados indicam que a esteriﬁcag:ﬁo do grupo carboxila
do 4cido sericico com grupos volumosos diminui muito a atividade

analgésica em relag@o ao composto inicial, enquanto a esterificagdo com um
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grupo pequeno pode aumentar a atividade do composto em inibir a dor de

‘origem inflamatdria.

A mistura dos compostos 62 e 63, derivados oxidados, na dosagem de
10 mg/Kg, foi menos eficaz que o acido sericico em inibir a dor de origem
,neurogénica, mas foi mais eficaz que este em inibir a dor de origem
inflamatoria, o que indica que a presenga de um grupo hemiacetal, e de um
grupo aldeidico livre, nos carbonos 2, 3 e 24 dos derivados dos &cidos
sericico e 24-hidroxitonnéntico, onde havia trés grupos hidroxila livres, l_eva
a uma diminui¢do da eficacia em inibir a dor de origem neurogénica, mas

melhora a eficiéncia em inibir a dor de origem inflamatoria.

O fato dos compostos testados terem sido efetivos em inibir a dor de
~origem neurogénica, e a dor de origem inflamatéria no teste da formalina,
mas ndo terem afetado significativamente o edema de pata causado pela’
formalina é interessante porque, segundo literatura recente®’, os analgésicos
e antiinflamatérios ndo-esteroidais inibem apenas a dor de origem
inflamatéria causada pela formalina (segunda fase), e este efeito sempre est4
~ associado & inibigdo do edema de pata. Por outro lado, as drogas do grupo
da morfina (opidides) sdo muito efetivas em inibir ambas as fases da dor

causada pela formalina,'**1%

Deve-se ressaltar que € muito importante a descoberta de drogas com
efeito analgésico e que no apresentem propriedades antipiréticas ou
antiinflamatérias, porque em muitos casos clinicos (cirurgias, ferimentos,
etc) a inflamagdo e a febre sdo indicadores do esté_do de recuperagdo do

paciente, ndo devendo ser eliminados completamente.

Considerando que poucas drogas disponiveis no mercado sdo efetivas
em inibir a dor de origem neurogénica®', é relevante a descoberta desta

atividade para triterpenos pentaciclicos tetra-hidroxilados de origem natural,
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c'omo o acido scricico ¢ o 4cido 24-hidroxitorméntico. Além disso, a
atividade analgésica aqui descrita para estes dois compostos justifica, em

parte, 0 uso de Vochys ia divergens na medicina popular.
- O mecanismo de ag@io antinociceptiva do acido sericico, do acido
24-hidroxitorméntico, e de seus derivados, ainda ndo esta esclarecido, mas

estio sendo realizados estudos na tentativa de elucidé-lo.

Parte dos resultados aqu1 relatados, referentes a at1v1dade analgésica

do émdo sericico, foram publlcados
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CAPITULOS
5 - MATERIAIS E METODOS
S.1 - Procedimentos Experimentais Gerais

Os pontos de fusdo foram determinados usando um aparelho de
chapa quente tipo Kofler, marca Microquimica AP-300, e ndo foram

corrigidos.

Os espectros de infravermelho foram medidos em um espectrometro

Perkin-Elmer FT-16 PC, em pastilha de KBr.

Os espectros de 'H e BC-RMN foram feitos em espectrometros
Bruker 200 ou Varian XL 300, utilizando-se solventes deuterados
édquiridos comercialmente, e tetrametilsilano como padrdo interno de

referéncia.

Péra a avaliagdo preliminar do grau de pureza dos pfodutos isolados
e dos sintetisados, foi empregada cromatograﬁa em camadavdelgad.a com
placas de vidro (4 x 7 cm), usando como adsorvente silicagel 60 de
procedéncia Merck e como eluentes solventes puros ou misturas de
solventes de grau de Vpureza analitica, de procedéncia “Merck”, “Reagen”
ou “Grupo Quimica”. A revelagio dos cromatogramas foi realizada por
aspérsﬁo de révelador metanol/dcido sulfurico 100/10 (v/v), com posterior
aquecimento a 110 OC por 10 minutos em chapa quente. Q grau de pureza
-dos compostos isolados e sintetizados também foi verificado através de

experimentos de cromatografia gasosa, e por avaliagdo de seus espectros de
" massa, 'He BC-RMN. '
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Os espectros de massa foram obtidos em wn espectrometro Shinadzu

'CG/MS - QP 200A.
5.2 - Os Materiais Vegetais

52.1- Voéhysia divergens Pohl (Vochysiaceae)

Cascas do caule de Vochysia divergens Pohl foram coletadas as
margerjs do Rio Paraguai em Corumba, MS, e a espécie vegetal identificada
pelos botanicos Geraldo Alves Damasceno Junior (DAM/CEUC/UFMS) é
Arnildo Pblt (CPAP/EMBRAPA). Uma excicata foi depositada no herbario
do Centro Universitario de Corumba (COR/CEUC/UFMS) (De Paula e
Conceigdo, 0500). / |

5.2.2 - Ocoftea suaveolens (Meissn.) Hassler (Lauraceae)

| Cascas do caule de Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler foram
céletadas as margens do Rio Paraguai em Corumbé, MS, e a espécie vegetél
identificada pélo botinico  Geraldo Alves Damasceno | ‘JL'm»ior
(DAM/CEUC/UFMS). Uma excicata foi depositada no herbério do Centro
Universitério de Corumba (COR/CEUC/UFMS) (Damasceno Jr. G. A.,
3727). | | o
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5.3 - Extragito e Isolamento
5.3.1 - Vochysia divergens Pohl

QO extrato hldroalcoohco (El) (5,5 g; 16,0% umidade) foi obtido por

extrag:ao do material vegetal previamente seco ao ar e pulverlzado (200 0.g;

16,0% umidade) com uma mistura de etanol/égua 1/1 (v/v), tendo sido

utilizadas 3 porgdes de 600 mL de solvente.

O material vegetal (casca do céule) seco ao ar e pulverizado (4,0 Kg;
16% umidade) foi extraido 4 vezes com 7 litros de etanol, e o extrato
etandlico (E2) foi concentrado sob vacuo, fornecendo um sélido marrom-
avermelhado (778,2 g; 16,0% umidade). Este material (351,2 g) foi.
submetido a percolagdo sobre leito de silica em uma coluna (18,0 x 9,0 cm)
de silicagel 60 (200,0 g), usando diclorometano, acetato de etila e etanol,
sﬁcessivamente e de forma exaustiva, como eluentes. A fragdo eluida com
diclorometano (FDCI) (16,2 g; 14,0% umidade) foi cromatografada (15,0 g)
sobre uma coluna (70,0 x 3,9 cm) de silicagel 60 (367,2 g) eluida. com n-
hexano gradualmente enriquecido com acetona, coletando-se ﬁag:(”)és' 125

mL. As fra¢Ses 14-17 foram reunidas, o solvente evaporado, e o solido

resultante lavado com éter de petrdleo, obtendo-se P-sitosterol (48) (33,0
mg). As fragdes 31-53 foram reunidas, o solvente evaporado, e o sélido
' resultante lavado com hexano. e acetona, obtendo-sé acido betulinico (46)
(220,8 mg). As fragdes 55-72 foram reunidas, o solvente evaporado, e o
sélido resultante foi cromatografado de forma idéntica & descrita para FDCI.
As fragdes 31-51 da nova coluna foram reunidas, o solvente evaporado, € 0
s6lido resultante lavado com hexano e acetona, obtendo-se mais composto
46 (114,9 mg).



129

Dados adicionais do B-sitosterol: formula molecular CyolsyO; peso
molecular 414,69 g/mol; ponto de fusdo 138-40°C; solubilidade: éter de

petroleo, hexano e cloroférmio.

Dados adicionais do acido betulinico: formula molecular C3oHygO3;
peso molecular 456,71 g/mol ; ponto de fusdo 275-8°C (dec.); solubilidade :

metanol, piridina, dimetilsulféxido.

A fragdo eluida com acetato de etila (FAcOEt) (91,0 g; 8,9%
umidade) foi cromatografada (1,0 g) em uma coluna (60,0 x 2,5 Cm) de
silicagel 60 (120,0 g) e eluida primeiro com acetato de etila puro (fragdes 1-
35;'50 mL), e depois com acetona pura (fragées 36-50; 50 mL). As fragdes
6-9 foram reuhidas e, apc')s evaporagdo do solvente, forneceram 228,0 mg de
4cido sericico (51) puro. As fra¢6es 10-18 foram reunidas e, apés'
evaporagdo do Solvente, forneceram 242,0 mg de uma mistura de écido
sericico e acido 24-hidroxitorméntico (55) na propor¢do em peso de 51/55'= |
2/1.

Dados adicionais do acido sericico: formula molecular C3gHy30s; peso- -
molecular 504 g/mol; ponto de fusdo 282°C; solubilidade: metanol, piridina,

dimetilsulfoxido e etanol.

A fragdo eluida com etanol (FEt) (143,4 g; 13,0% umidade) foi
“cromatografada (1,0 g) em uma coluna (40,0 x 3,5 cm) de silicagel 60
(150,0 g) eluida com acetato de etila puro, coletando-se fragdes de 40 mL.
 As fragdes 6-18 foram reunidas e, apds evaporagdo do solvente, fornéceram
128,7 mg de uma mistura de acido sericico e acido 24-hidrbxitonnéntico na

‘proporgdo em peso de S1/55 = 3/1.
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5.3.2 - Ocotea suaveolens (Meissn.) Hassler

O material vegetal (casca do caule) seco ao ar e I:iulverizado
(2288 g ; 15,0% umidade) foi extraido inicialmente com hexano (5x3
litros), e 0 extrato hexdnico foi concentrado sob vacuo, fornecendo um
sélido (FH) (7,61 g 13,0% umidade). O material vegetal foi novamente
seco ao ar (15,0% umidade), extraido com acetato de etila (6 x 3 litrds), €eo
extrato foi concentrado sob vacuo, fornecendo outro solido (FAC) (16,1 1
~ g; 10,0% umidade). Apds nova secagem ao ar, 0 material vegetal foi (15,0%
umidade), foi extraido com étan()l (6 x 3 litros) , fornecendo novo material

(FE) (169,3 g; 12,0% umidade).

A fragdo FH foi cromatografada (7,61 g) em uma coluna (70,0 x 5,0
cm) de silicagel 60 (400,0 g), eluida com misturas de hexano e acetona de
polaridade crescente, coletando-se fracdes de 200 mL. As fracdes 48-9
foram reunidas e, ép()s evaporagdo do solvente, forneceram 435,4 mg de
um material que, apos precipitaqéo e lavagem com etanol e acetona, rendeu
- uma mistura (54,4 mg) dos esterdides B-sitosterol (48), campesferol (49) e

_estigmasterol (50).

Dados adicionais da mistura de esteréides obtida a partir de O.
suaveolens: Ponto de fusdo 136-40°C; solubilidade: éter de petroleo, hexano

e cloroformio.

A fragdo FE foi pré-purificada (22,5 g) pdr lavagem exaustiva
com 4gua e centfifugaqﬁo. O material bruto assim obtido (1084,0 mg; 10,0%
umidade) foi entdo cromatografado (557,4 mg) em uma coluna (40,0 x
3,0 cm) de silicagel 60 (56,0 g) eluida com acetato de etila puro (fragdes
1-29 = 20 ml; 30-42 = 50 mL). As fragdes 6-23 foram reunidas e, apOs

evaporagdo do solvente, forneceram uma mistura que, apos precipitagdo e
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- lavagem com uma solugio de cloroférmio e etanol a 1/1 (v/v), rendeu acido

24- hidroxitorméntico puro (33mg).

Dados adicionais do dcido 24-hidroxitorméntico: férmula molecular
C30H4306; peso molecular 504 g/mol; ponto de fusdo 280°C; solubilidade:

metanol, dime.ti‘lsulf()xi,do, etanol, piridina.

5.4 - Derivados do Acido Sericico e do Acido 24-hidroxitprméntico
5.4.1 - Reacoes envolvendo os grupos hidroxila

5.4.1.1 - Acetilac#o

Em um baldo de fundo redondo (50 mL)‘for'a_m colocados piridina |
(5mL); uma mistura de acido sericico e 4cido 24-hidroxitorméntico isolada a
partir de V. divergens (103,0 mg); e anidrido acético (1 mL). A mistura foi
“mantida sob agitagdo magnética, & temperatura ambiente, por 24 horas.
ADepois desse periodo, a mistura foi jogada em agua com gelo e &cido
acético, e extraida com éter etilico (3 x 15 mL). A solugdo etérea foi seca
com sulfato de magnésio anidro, filtrada, e o solvente evaporado no
rotavapor. O sélido resultante foi cromatografado em uma coluna (26,0 x 2,0
cm) de silicagel 60 (10,0 g), eluida com misturas de hexano e acetato de
etila de polaridade crescente (iniciando‘ com hexano puro, ¢ aumentando o
porcentual de acetato de etila em 5 % (v/v) a cada 2 fragdes), coletando-se
fragdes de 20 mL. As fragGes 34-5 foram reunidas e, apds evaporagido do
solvente, forneceram uma mistura dos produtos acetilados 57 e S8

(50,0 mg), derivados do acido sericico e do 4cido 24-hidroxitorméntico,
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respectivamente, por acetilagdo dos grupos hidroxila nas. posi¢des 2a, 3'Bve
24 (triacetilagdo). As ﬂagﬁes 37-8 foram reunidas e, apos evaporag:ﬁd do
solvente, fomeceram uma mistura dos prodhtos acetilados 59 e 60
(34,0 mg), derivados do acido sericico € do acido 24-hidroxitorméntico,
respectivamente, por acetilagdo dos grupos hidroxila nas posigdes 2o e 24
(diacétilag:ﬁo).

Dados adicionais; formula molecular dos compostos 57 e 58
Ci6Hs570¢; peso molecular dos compostos 57 ¢ 58 = 633 g/mol; ponto de
fusdo da mistura dos compostos 57 ¢ 58 = 165-7° C; sol_ubilidadé da mistura
dos compostos 57 ¢ 58: cloroformio e acetona; formula molecularvdos _
compostos 59 e 60 C34Hs403; peso molecular dos compostos 59 ¢ 60 = 590
g/mol; thto de fusdo da mistura dos compostos 59 e 60 = 175-7° C;

solubilidade da mistura dos compostos 59 e 60: cloroformio e acetona.

5.4.1.2 - Oxidagdo

Em um baldo de fundo redondo (50 mL) foram colocados uma
solugdo de etanol e acetato de etila a 1/1 (v/v) (15mL); uma mistura de acido
sericico € acido 24-hidroxitorméntico isolada a partir de V. divergens (103,7
mg); € uma solﬁgﬁo de periodato de sddio em agua (10 mL de sqlucﬁo' a
22,3 mg/mL). A mistura foi mantida sob agitagdo magnética, a temperafura
ambiente, por 15 horas. Depois desse periodo, o solvente foi evaporado no
- rotavapor, € ao sélido resultante acrescentou-se agua. Entdo, procedeu-se a
extracfio c¢om cloroformio (3 x 30 mL). A solugio cloroférmica -foi
evaporada no rotavapor, e o solido resultante cromatografado em uma
coluna (15,0 x 2,5 cm) de silicagel.60 (10,0 g), eluida com cloroférmio

puro, coletando-se fragdes de 30 mL. As fra¢6es 2-7 foram reunidas e,



apos evaporagdo do solvente,  forneceram uma mistura dos produtos:'62 e 63
(73,0 mg), derivados do 4cido sericico e do acido 24-hidroxitorméntico,

respectivamente, por oxidagdo dos grupos hidroxila nas posigdes 2a e 38.

Dados adicionais: formula molecular - dos compostos 62 ¢ 63
C30m6()6; peso molecular dos compostos 62 e 63 = 502 g/mol; ponto de
fusdo da mistura dos compostos 62 e 63 = 212-4° C; solubilidade da mistura

dos compostos 62 ¢ 63: cloroférmio e acetona.

5.4.2 - Reagdes envolvendo o grupo carboxila
5.4.2.1 - Metilagio

Em um baldo de fundo redondo (50 mL) foram colocados éter etilico
(10 mL); uma fnistura de 4cido sericico e acido 24-hidfoxitorméntico isol'ada.
a partir de V. divergeﬁs (200,0 mg); e uma solugdo de diazometano em éter
etilico (10 mL). A mistura foi mantida sob agitagdo magnética, a
temperatufa ambiente, por 2 horas. Depois desse periodo, o solvente foi
évaporado no rotavapor. O solido resultante foi cromatografado em uma
coluna (18,0 x 12,0 cm) de silicagel 60 (10,0 g), eluida com misturas de
hexano e écetato de etila de polaridade crescente (fragdes 1-2 com
acetato/hexano= 1/1 (v/v); fragdes 3-12 com acetato/hexano = 2/1 (v/v); e
frages 13-5 com acetato de etila puro), coletando-se fragSes de 20 mL. As
Erag:(“)és 9-15 foram reunidas, fornecendo uma mistura produtos 65 € 66
73,0 mg), derivados do acido sericico e do acido 24-hidr0xitorméntico,

espectivamente, por formag¢io do éster metilico.
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Dados adicionais: formula molecular dos compostos 65 e 66
. C31H500s; peso molecular dos compostos 65 e 66 = 518 g/mol; ponto de
fusdo da mistura dos compostos 65 ¢ 66 = 155-8° C; solubilidade da mistura

dos compostos 65 e 66: cloroférmio e acetona.

5.4.2.2 - Reagiio de esterificagio com 1-bromo-2-fenil-etanona

~ Em um baldo de fundo -redondo ‘(50 mL) foram colocados
dimetilformamida (SmL); acido wserici_co isolado a partir de V. divergens
(37,2 mg); e trietilamina (144,3 mg). Esta mistura foi mantida sob agitag¢do -
magnética, a temperatura ambiente, por 10 minutos. Entdo, a ela |
acrescentou-se 1-bromo-2-fenil-et'anoné1_(93,0 mg). A mistura foi mantida
sob agitagdo magnética, a temperatura ambieﬁte, por 72 horas. Depois desse
- periodo, foi jogada em 4gua cbm geIO e acido acético , e extraida com éter
etilico (3 x 15 mL). A solugdo etérea foi seca com sulfato de magnésio
anidrb, filtrada, e o solvente evaporado no rotavapor. Ao sélido resultante
acrescentou-se cloroférmio, e depois de filtragdo para retirada de acido
sericico ndo reagido, o produto foi purificado por lavagens sucessivas com
mistura de hexano/acetona a 1/1 (v/v). Obteve-se assim o composto 67 pﬁro
(15,3 mg), resultante da esterificagdo do grupo carboxila do acido sericico

com 1-bromo-2-fenil-etanona.
~ Dados adicionais do composto 67: formula molecular C33Hs4O7; péso
molecular = 622 g/mol; ponto de fusdo= 139-40° C; solubilidade:

cloroférmio e acetona.
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5.4.2.3 - Reacdio de esterificagio com 1-bromo-(4’-bromo)-2-fenil-

etanona

"Em .um balio de fundo redondo (50 mL) foram colocados
dimetilformamida (5mL); 4cido sericico isolado a partir de V. divérgens |
(39,6 mg);e trietilamina (145,0 mg). Esta mistura foi mantida sob agitag:a"io
magnética, a temperatura ambiepte, por 10 minutos, entdo acrescentou-se
1 -bromo-(4’-bromo)—2-feni1-etanona (148,7 nig). A mistura foi mantida sob
agita¢do magnética, 4 temperatura ambiente, por 48 horas. Depois desse
periodo, foi jogada em dgua com gelo e dcido acético, e extraida com éter
etilico 3 x 15 mL). A solugdo etérea foi seca com sulfato de magnésio
anidro, filtrada, e o solvente evaporado no rotavapor. O sélido resultante foi
cromatografado em uma coluna (15,0 x 2,5 cm) de silicagel 60 (10,0 g),
eluida com uma mistura .vde acetato de etila/cloroférmio a 1/1 (v/v),
coletando-se fragGes de 50 mL. As fragées 3 e 4 foram reunidas e, apés‘
evaporacdo do solvente, forneceram o composto 68 puro (16,5 mg),
resultante da'esteri‘ﬁcacéo do grupo carboxila do acido sericico com 2-

bromo-(4’-bromo)-1 -fenil-etanona.

Dados adicionais do composto 68: formula molecular C;3Hs;O;Br;
peso molecular =701 g/mol; ponto de fusdo=155-6° C; solubilidade:

cloroféormio e acetona.

*

55- Atividade Antibacteriana

Os testes biologicos para verificar a atividade antibacteriana dos

compostos e extratos em estudo foram realizados no Departamento de



136

Tecnologia de Alimentos da Universiade Federal de Santa Catarina pelo

* MsC. Alexandre Bella Cruz, orientado pela professora Dra. Eliane Moretto.

Os extratos e compostos puros foram investigados
“determinando-se a Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) na presenga das
bactérias: Staphylococcus aureus (SA) ITAL SFCO OOi (obtida do Instituto |
de Tecnologia de Alimentos (ITAL) gjm Campinas/SP); Escherichia coli
(EC) ITAL E. ESCH 001(obtida do Instituto de Tecnologia de Alimentos
(ITAL) .em Campinas/SP); Shigella' ﬂexihere FTPTAT 1483 (obtida da
Fundagdo Tropical - André Tosello (FTPTAT) em Campinas/SP);
Streptococcus sp.UFSCL 013 (obtida do Laboratério de Bromatologia-
UFSC/CAL (UFSCL) em Floriandpolis/SC); e Salmonella typhimurium
FTPTAT 1035 (obfida da Fundagdo Tropical André Tosello (FTPTAT) em
Campinas/SP) ' |

Os valores de CMI foram determinados por uma técnica previamente

descrita.®
5.6 - Atividade Antiftngica

Os testes biologicos para verificar a atividade antifingica dos
compostos € extratos em estudo foram realizados no Laboratério de
Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Uniyersidade'

Federal da Paraiba, pela equipe da professora Edeltrudes O. Lima.

‘Os ensaios foram realizados em meio solido, pela técnica de difusdo,
~ processo cavidade-placa.'®? Em placas de Petri, esterilizadas, foi colocado 1
mL da suspensdo de cada microorganismo, padronizada para 10 UFC,
conforme o tubo 0,5 da Escala de MacFarland, e leitura espectrosc6pica

para 90% de transmitincia (530 nm). Em seguida, foi adicionado 21 mL do
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meio sélido fundido a 45°C. Apos solidificagdo, foram feitas cavidades com
8 mm de didmetro. Em cada cavidade foram colocados 50 pL. do composto
em suas dlferentes concentrag;oes Em paralelo, foram feitos controles para
0s microorganismos no meio de cultura isento de antlrmcroblano e com

-antmncroblanos-padrao (cloranfenicol, tetraciclina e cetoconazol)

Os ensaios foram incubados a teinperatura de 37 °C durénte 24-48
horas, para os ensaios com fungos leveduriformes e a temperatura de 28-30

°C durante 10-14 dias para os fungos filamentosos.
5.7 - Atividade Antinociceptiva

Os testes farmacoldgicos para investigagdo das agdes analgésicas dos
compostos em estudo foram efetuados no Departamento de Farmacologia da
Universidade Federal de Santa Catarina pelo MsC. Adair R. S. Santos,

orientado pelo professor Dr. Jodo B. Calixto.

Nos testes foram utilizados camundongos machos (25-30 g). 20 pL
de formalina (2,5% s.c.) e salina foram injetados na regido dorsal da pata
posterior direita e esquerda do animal, respectivamente. Logo apés, iniciou-
se a observagdo da reagdo a dof, cronometrando-se 0 tempo que o ahimal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata, durante 30 minutos,
considerando esse periodo como indicativo de dor. Duas fases de-
sensibilidade sdo observadas neste modelo: a primeira fase aparece nos
primeiros 5 minutos apds a inje¢do de formalina (dor neufogénica); e a
. segunda fase ocorre entre 15 e 30 minutos apds a formalina, representando a
resposfa tonica a dbr, acompanhada de uma resposta inflamatoria
relacionada a liberagdo de mediadores quimicos.*' Qs animais foram pré- |

tratados (via intraperitoneal) com os compostos em estudo, 30 minutos antes
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da injegdo de formalina. O grupo controle recebeu uma solugdo de NaCl
(0,9%, 10 mL/Kg), utilizada para diluir os compostos. Ao final do tempo de
obéervacﬁo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervicél, e as
patas posteriores foram cortadas e pesadas em balanga analitica para
quantificagdo do edema. A diferenga do peso da pata direita (injetada cdm .
formalina) e da pata esquerdé (injetada com salina) corresponde ao volume

do edema formado.



139

CAPITULO 6
6 - CONCLUSOES

~ Estudou-se a Vochysia divergens Pohl (Vochysiaceae) e a Ocotea
squéolens (Meissn.) Hassler (Lauraceae) com o objetivo de averiguar a
presenga de compostos com atividades biologicas e farmacologicas;
determinar sua estrutura; e realizar modificagdes quimicas na estrutura de,
pelo menos, um composto ativo obtido, com 0 objetivo de obter-se dados |

que levem a compostos mais potentes e seletivos.

As conclusdes obtidas no presente estudo sdo:

a)B-sitosterol foi obtido puro a partir do extrato etanélico da casca do caule
de V. divergens, em um rendimento de 4,0 x 10° % em relagfio ao peso seco

do material vegetal;

b)Uma mistura dos esteréides B-sitosterol (72,2%), estigmasterol (14,6%), e |
campesterol (13,2%) foi obtida a partir do extrato etandlico da casca do
caule de O. suaveolens, em um rendimento de 2,8 x 10 % em relagdo ao

peso seco do material vegetal;

| _C)Acido betulinico foi obtido puro a partir do extrato etanélico da casca do -
caule de V. divergens, em um rendimento de 2,4 x 10?2 % em relagdo ao

peso seco do material vegetal;
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d)Acido sericico (51) foi obtido puro € em mistura com o &cido 24-
hidroxitorméntico (55) (na proporgdo em peso de (51)/ (55) = 2/1) a partir
do extrato etandlico da casca do caule de V. divergens, sendo que no total‘o
acido sericico estd presente em, pelo menos, '3,3 % , e o acido 24-

‘hidroxitorméntico em, pelo menos, 0,8 % do peso seco do material vegetal;

e)Acido 24-hidroxitorméntico foi obtido puro a partir do extrato etandlico da
casca do caule de O. suaveolens, em um rendimento de 2,5 x 102 % em

relagdo ao peso seco do materia] vegetal.

f)Através de reagdes com o acido sericico puro, e com misturas de acido
sericico é acido 24v-hidroxit_orméntico, foram sintetizados compostos ainda |
ndo descritbs na literatura, como: os derivados do acido sericico (59) e do
4cido 24-hidroxitorméntico (60) por acetilagdo dos grupos hidroxila nas
posi¢oes 2 e 24; o derivado do acido 24-hidroxitorméntico (63) por
oxidagio com periodato de s6dio; o derivado do 4cido 24-hidroxitorméntico
(66) por metilagdo do grupo carboxila; e os derivados do acido sericico por
esterificagdo com 1-bromo-2-fenil-etanona (67) € com 1-bromo-(4’-bromo)-

2-fenil-etanona (68).

g)EFEITOS MICROBIOLOGICOS: Foi confirmado o efeito
antiinfeccioso de Vochysia divergens Pohl, tendo presente que o acido
sericico ¢ ativo contra as bactérias patogénicas: Staphylococcus aureus
(causadora de pneumonia, infec¢des do colo do utero, septicemias, € outras
doengas no homem, e apresentando resisténcia a penicilina); Shigella
flexinere (causadora de - infecgdes 'urinérias); Salmonelia typhimurium

(causadora de toxi-infecgdes alimentares); e contra Streptococcus sp
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(causadoras de amigdalites, febre reumatica, endocardites e outras doengas
graves); enquanto a mistura de 4cido sericico e de 4cido 24-
hidroxitorméntico, isolada da mesma planta, também mostrou atividade

" contra Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium.

O 4cido sericico foi eficiente, também, para combater os fungos

patogénicos Candida albicans, Candida tropicalis € Penicillium.

hEFEITOS FARMACOLOGICOS: O icido sericico, o dcido 24-
hidroxitorméntico, e os} compostos sintetizados a partir deles, foram
submetidos a testes de atividade analgésica no modelo de dor causada pela
injegdo intraplantar de formalina em camundongos, sendo qiie todos foram
eficicazes em inibir tanto a dor de origem neurogénica (primeira fase do

teste), quanto a dor de origem inflamatoria (segunda fase do teste).

Na dosagem de 10 mg/Kg, a aspirina e o acetaminofeno, que sdo duas
drogas tradicionalmente usadas clinicamente, sdo menos eficazes que o
acido sericico, o acido 24-hidroxitorméntico, e que as misturas de seus
derivados (59_ + 60), (62 + 63), ¢ (65 + 66), em inibir a dor de origem
- neurogénica (primeira fase) e a dor inﬂamatéria'(segunda fase) elicidadas
pela injegﬁo intraplantar de formalina em camundongos. Entretanto,
enquanto a aspirina e o acetaminofeno sdo efetivos em inibir o edema de
pata causado pela formalina, o acido sericico, o acido 24-hidroxitorméntico,

e todos os seus derivados, ndo apresentaram este efeito.

A descoberta de que triterpenos pentaciclicos tetra-hidroxilados de
origem  natural, como o 4cido sericico e o 4cido
24-hidroxitorméntico, sdo eficazes em inibir a dor de origem neurogénica ¢é
relevante, considerando qhe ha poucas drogas disponiveis no mercado com

esta atividade.
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Estdo sendo realizados alguns estudos no sentido de esclarecer o
mecanismo de ag¢do antinociceptiva do dacido sericico, do acido 24-

hidroxitorméntico, e de seus derivados.

A eficacia dos compostos testados em inibir a dor de origem
neurogénica foi diferente da correspondente a dor de origem inflamatéria, o
que indica que os requisitos em termos de propriedades eletronicas,
estéricas e hidrof6bicas sdo diferéntes para a eficiéncia em inibir as duas
fases da dor. Os diferentes compostos deverdo ser empregados para efetuar-
se estudos de hidrofobicidade calculada teoricamente, e parai calculos de
indices de conectividade de algumas partes da molécula, com o objetivo de
realizar-se correlagdes entre atividade e estrutura. Isto permitira determinar
quais sd0 os parametros estruturais mais importantés para a atividade, e com

isto possibilitardo a sintese de compostos mais potentes e seletivos

As atividades antimicrobianas e analgésicas. aqui descritas para o
acido sericico e para o acido 24-hidroxitorméntico, justificam o uso de

Vochysia divergens e de Ocotea suaveolens na medicina popular.
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