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RESUMO

As plantas representaram durante séculos, a dnica fonte de agentes terapéuticos para o
homem, e vdrias espécies t€ém sido largamente empregadas a partir do conhecimento popular.
Na regido Amazodnica apesar da sua grande biodiversidade de plantas medicinais, existem
poucas espécies de plantas medicinais que foram estudadas. Dentre elas destacam-se as
espécies conhecidas por amapazeiros, a Brosimum parinarioides (Huber) Ducke, da familia
Moraceae e a Parahancornia amapa (Huber), pertencente a familia Apocynaceae,
respectivamente o amapd amargo ¢ amapd doce. O leite de amapd tem seu principal uso
popular na Amazonia como cicatrizante e antiinflamatério, atuando principalmente no trato
respiratdrio e ainda como tdnico e fortificante. O presente trabalho descreve o isolamento de
cinco triterpenos, o butirospermol, e seu epimero tirucalla-7,24-dien-3B-ol, o cicloartenol,
cicloeucalenol e obtusifoliol, que sdo descritos ocorrer pela primeira vez na espécie Brosimum
parinarioides. Também foi realizada a caracterizacdo das misturas de ésteres de lupeol
hidroxilados e ndo hidroxilados isoladas anteriormente da espécie Parahancornia amapa pela
determinagdo da cadeia lateral por espectrometria de massas. Foi realizado também um estudo
comparativo de perfis cromatogrificos das duas espécies de amapazeiros tanto por
cromatografia em camada delgada como por cromatografia liquida de alta eficiéncia, onde se
verificou que as mesmas apresentaram constituintes comuns, entre eles os acetatos de o e -
amirina e de lupeol, assim como constituintes distintos como a mistura de ésteres hidroxilados
que ocorrem apenas na espécie P. amapa e o cicloeucalenol e o obtusifoliol, que ocorreram
também na espécie B. parinarioides. O uso terapéutico da espécie também foi verificado pela
determinagdo do efeito cicatrizante que foi avaliado pelo efeito coagulante de alguns desses
constituintes isolados e dos extratos das duas espécies pelo Teste de Protrombina (TP),
utilizando a heparina como controle positivo de anticoagulante, e também pela inibi¢do da
enzima lipoxigenase (LOX). Os extratos diclorometanicos e metandlicos, assim como os
constituintes isolados ndo apresentaram atividade coagulante nem anticoagulante. Contudo na
avaliagdo da inibi¢cdo da enzima lipoxigenase, observou-se um resultado significativo de
inibi¢do para os triterpenos acetilados e ambos os extratos, compardveis ao padrdo de
quercetina utilizado, corroborando para o uso popular no tratamento de doencas alérgicas.

Palavras-Chave: Litex, Moraceae, Apocynaceae, amapazeiros.



ABSTRACT

For centuries, the plants have been the single source for the treatment of several diseases, and
some of them have been employed in the traditional medicine. In the Amazon region, there is
a great diversity of medicinal plant, but only a few were studied so far. The species popularly
known as “amapazeiros” or “leite de amapa”, Brosimum paranarioides (Huber) Ducke from
Moraceae family and Parahancornia amapa (Huber) from Apocynaceae family, respectively
known as “amapa amargo” and “amapa doce”, had not been studied thoroughly yet. These
species are used against bleeding, in the treatment of respiratory diseases, or as anti-
inflammatory, tonic or fortifiers. Herein, we describe for the first time the isolation of five
triterpenes, butyrospermol and your epimer tirucalla-7,24-dien-3B-ol, cycloartenol,
cycloeucalenol and obtusifoliol from B. parinarioides. A mixture of hydroxylated and another
of non-hydroxylated acyl-lupeol esters isolated from P. amapa were also fully characterized
by mass spectrometry. Chromatographic profiles, by TLC and HPLC, were also performed
and common features between the species were found, such as the presence of the acetates of
o, B-amirina and lupeol. On the other hand, the mixture of hydroxylated acyl-lupeol esters
occured solely in P. amapa, whereas cycloeucalenol and obtusifoliol in B. parinarioides. The
pharmacological properties of both species were also evaluated. Due to its popular use, the
coagulation capacity was assessed for some of the constituents, and the extracts as well, by
the prothrombin test (PT), having heparin as positive control. The inhibition of the enzyme
lipoxygenase (LOX) was also evaluated. All tested samples showed no coagulant or
anticoagulant activity. However, significant inhibition of LOX, comparable to the positive
control of quercetin, was observed for the acetylated triterpenes and both extracts, which is in
agreement with the popular use of both species as anti-allergic.

KEYWORDS: Litex, Moraceae, Apocynaceae, amapazeiros
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1. INTRODUCAO

Dentre os diversos reinos encontrados na natureza, o reino vegetal é o que tem
contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de substincias (metabdlitos
secunddrios) uteis como medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos para o
homem (PINTO et al., 2002).

Historicamente, as espécies vegetais desempenham um importante papel,
principalmente, na saide humana. Sdo inimeros os exemplos de firmacos que foram
desenvolvidos direta ou indiretamente, a partir de fontes vegetais, tais como o taxol
(Figura 1), diterpeno obtido das cascas do Taxus brevifolia, sendo um dos mais
promissores medicamentos antineoplasicos utilizados nos ultimos anos, contra doengas

antitumorais (WANI ef al., 1971; ROBBERS et al., 1996).

Figura 1: Estrutura do taxol

O elevado custo de alguns medicamentos torna restrito o seu uso por parte da
populacdo. De acordo com os dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), de 65%
a 80% da populacdo mundial (estimada em 6 bilhdes de pessoas) ndo tem acesso ao
atendimento primério de saude, e recorre a medicina popular, especialmente as plantas
medicinais. O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o tnico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos (AKERELE, 1993).

A OMS define planta medicinal como toda e qualquer planta que quando
aplicada sob determinada forma e por alguma via ao homem € capaz de provocar um
efeito farmacoldgico. Assim, o estudo de plantas medicinais tem permitido confirmar o
uso popular de diversas plantas utilizadas pelas populacdes locais para diferentes

finalidades (AKERELE, 1993).
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A diferenca entre planta medicinal e fitoterdpico reside na elaboragdo da planta
para uma formulacdo especifica, o que caracteriza um fitoterdpico (VEIGA e PINTO
2005). Segundo a OMS, fitoterdpico é definido como sendo substincias ativas presentes
na planta como um todo ou em parte dela, na forma de extrato total ou processado
(AKERELE, 1993).

O primeiro fitoterdpico desenvolvido no Brasil foi o Acheflan®, obtido a partir
da erva-baleeira (Cordia verbenaceae DC), uma planta que ocorre na Mata Atlantica,
produzido pelo Laboratério Aché em colaborag@o com a Universidade Federal de Santa
Catarina (CALIXTO, 2005). Esse medicamento possui dois compostos ativos
responsaveis pela atividade antiinflamatdria, o a-humuleno e o trans-cariofileno (Figura

2) (PASSOS, 2007).

CH

H.C

Figura 2: Estrutura do o-humuleno e frans-cariofileno.

Para o desenvolvimento seguro de fitoterdpicos € necessario eficicia, seguranca
e garantia da qualidade (esquema 1). Neste contexto, a quimica de produtos naturais
possui um papel chave na garantia da qualidade de produtos fitoterdpicos, com o
emprego de técnicas de isolamento dos principios ativos, técnicas espectroscopica para
a elucidagdo estrutural e de ensaios de atividade bioldgica, possibilitando atender os
parametros mencionados acima. Por exemplo, a partir do extrato padronizado de Gingko
biloba, Egb 761, foi possivel identificar os constituintes ativos da planta e desenvolver
um método de controle de qualidade rigoroso por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, responsavel pelo sucesso de vendas desse produto, com vendas superiores a

U$ 0,5 bilhdo por ano (HASLER E STICHER, 1992; Ryan, 2010).
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FITOTERAPICOS

GARANTIA DE
QUALIDADE

Esquema 1: Pardmetros necessdrios para o desenvolvimento de fitoterdpicos seguros.

Na Amazoénia, podemos destacar o leite de amapd que € um produto com
elevado valor medicinal. O leite branco, que escorre da casca ao ser cortada, €
considerado na regido como valioso remédio para asma, bronquite, tuberculose,
traumatismo, em particular no tdérax, contra fraqueza em geral e doengas intestinais
(CAVALCANTE, 1996; MATTA, 2003).

Além de existirem poucos estudos relacionados as atividades biolégicas que
permitam confirmar a eficdcia do leite de amap4, existe outro problema relacionado ao
controle de qualidade desse produto medicinal, que é a existéncia de mais de uma
espécie vegetal conhecida vulgarmente como leite de amapa ou amapazeiro. Na
Amazodnia, o latex do leite de amapa pode ser extraido de espécies botanicas distintas,
sendo utilizados tradicionalmente tanto a espécie Brosimum parinarioides Ducke, como
a espécie Parahancornia amapa (Huber) Ducke (BORRAS, 2003; MATTA, 2003;
MORS et al., 2000; SHANLEY et al., 2005). Desse modo, o presente trabalho visou o
isolamento e identificacdo dos principais constituintes quimicos de B. parinarioides
para em seguida ser realizada a comparacdo com os contituintes quimicos isolados em
trabalhos anteriores com a espécie P. amapa. Também foram realizadas a avaliacdo da
atividade coagulante e/ou anticoagulante e a atividade antiinflamatoria pela inibicao da

enzima Lipooxigenase (LLOX) com os constituintes disponiveis para esse procedimento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Latex

Por definicdo, o latex € um exsudato que ¢ mantido nas células extremamente
alongadas, que se estendem ao longo da planta, e esta estrutura de canal que exsuda
latex é chamado laticifero (CAI et al., 2009). Létex é tipicamente uma seiva branca nao
transparente, mais em alguns casos € clara e tem distin¢do de cor (KONNO et al.,
2011), pode apresentar-se incolor, amarelo, laranjado, vermelho e mais comumente,
branco (aspecto leitoso) (RIBEIRO er al, 1999). Laticiferos estdo distribuidos em raizes,
caules, peciolos e folhas, e em folhas de laticiferos estdo associadas principalmente com
nervuras.

Em relacdo ao papel de latex, este ainda ndo foi completamente estabelecido, mais
tem havido vérias hipdteses, tais como excrecdo de metabdlitos de residuos, selar lesdes
superficiais da planta, a defesa contra herbivoros e defesa contra patogenos. Entre essas
hipdteses, ha uma série de provas para apoiar as fungdes de defesa contra herbivoros e
patégenos, especialmente os herbivoros (FARRELL et al,, 1991; MITHOFER e
BOLAND, 2012).

Virios trabalhos mostram que plantas que ndo continham latex eram danificadas
por herbivoros enquanto que outras que continham latex ficavam intactas, ou até mesmo
as que continham ldtex e eram atacadas ocorriam por causa de uma forma que os
herbivoros encontram de sabotar as plantas, como no caso do trabalho desenvolvido por
LEWINSOHN e NETO (2000), que explica como os insetos sabotam as plantas.

Resina também é uma seiva exsudada dos danos. Em algumas espécies, a resina é
transparente, mas em outras espécies de resina € de cor branca que se assemelha latex
(KONNO et al., 2011). O que distingue o latex de outras secrec¢des, tais como gomas e
resinas, ndo € sua composi¢cdo quimica. Resinas sdo secretadas em espagos
intercelulares. O latex por outro lado, € produzido e mantido em laticiferos, células
secretoras vivas e ativas, capazes de crescimento, divisdo e capazes também de regular a
quantidade e composi¢do quimica do latex que contém.

Baseado no modo de origem e de desenvolvimento, os laticiferos estdo
agrupados em dois tipos principais: laticiferos ndo articulados (ndo ramificados e

ramificados) e os laticiferos articulados (anastomados e ndo anastomados). Exemplos de
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espécies de plantas laticiferas que apresentam essas caracteristicas encontram-se na

figura 3 (HAGEL et al., 2008).

Non-articulated, unbranched Non-articulated, branched

Catharanthus roseus Humufus Iupulus Nerium o!eander Euphorbla martinii

Figura 3: Exemplos de espécies de plantas e os tipos de laticiferos que elas apresentam. As setas vermelhas (—)
mostram os pontos de articulagdo entre os membros laticiferos, enquanto que as setas verdes (—) identificam
anastomoses (HAGEL et al., 2008).

Com relagéo a sua composicao, o latex € uma suspensio que contém particulas de
hidrocarbonetos do grupo dos terpenos numa matriz aquosa. E considerado um coléide,
isto é, uma fase solida (soluto) dispersa em uma fase liquida (solvente). Onde a fase
solida composta de 30 a 50% € o hidrocarboneto borracha (CsHg), chamado isopreno.
Enquanto, a fase liquida composta de 50 a 70% € o soro, constituido em sua maior parte
por dgua, acidos orginicos e enzimas. O litex tem outras substincias, como agtcares,
alcaléides, ceras, amido, taninos e ainda enzimas tais como proteases, chitinases e
glucosidases (SAMONEK, 2006; KONNO et al., 2011).

Vinte familias botanicas, 900 géneros e 12.500 espécies produzem latex, das quais
oito familias, 300 géneros, ou 1800 espécies, tem producdo de borracha do latex.
(BUSHMAN et al., 2006). A existéncia de borracha dispersas no fluido como
particulas, causa a caracteristica mais frequente observada em latex, como a viscosidade

(KONNO et al., 2011).
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Algumas familias de plantas lactiferas sdo: Euphorbiaceae, Apocynaceae,
Clusiaceae, Moraceae, Sapotaceae, Asclepiadaceae, Cichorieae (Asteraceae) e
Guttiferae (AGUIAR, 2006).

Dentro desse contexto, a regido Amazdnica possui uma vasta biodiversidade de
plantas medicinais dentre elas destacam-se duas espécies de plantas laticiferas uma
pertencente a familia Moraceae, a espécie Brosimum parinarioides (Huber) Ducke e a
outra pertencente a familia Apocynaceae, a Parahancornia amapa (Huber), onde o latex

destas duas espécies é conhecido como leite de amapa.

2.2 Leite de amapa

O leite de amapd é um medicamento de uso popular amazodnico usado por
populacdes rurais e urbanas por centenas de anos. As espécies conhecidas como
amapazeiros, que produzem um litex comestivel, podem se dividir em dois grupos: o
amapd amargo e o amapd doce. O grupo do amapa doce € composto por espécies do
género Brosimum da familia Moraceae (SHANLEY et al., 2005; BORRAS, 2003). O
grupo do amapa amargo € composto por algumas espécies da familia Apocynaceae.
Espécies dessa familia normalmente apresentam alcaldides, alguns dos quais com
atividade bioldgica ja descrita. A Parahancornia amapa é a espécie mais comum de
amapd amargo (MATTA, 2003), outra espécie também conhecida por amapa amargo
por algumas tribos indigenas na Amazdnia Oriental é Couma guianensis. Contudo,
mesmo sendo amplamente usado, as espécies que produzem o leite de amapa (Quadro
1) possuem poucos estudos quimicos, especialmente voltados para o controle de
qualidade. O latex dessas espécies, conhecido como leite de amapd, é comercializado e
utilizado na medicina popular. Entretanto, ndo € possivel garantir a sua autenticidade e
origem. Consequentemente estudos voltados para a descri¢do da composi¢do quimica e
controle de qualidade sdo fundamentais para garantir a sua qualidade, eficicia e

seguranca (SHANLEY et al., 2005).
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Familia Nome comum Espécie Sabor do latex

forte bem amargo
Parahancornia amapa

Apocynaceae amapa amargo (ingerido com mel)
Couma guianensis Amargo
Muirapiranga Brosimum rubescens nio ¢é utilizado
Amapaf Brosimum potabile desagradavel
Moraceae 3
gosto agraddvel
Brosimum ) ) )
amapd doce (ingerido com leite de

parinarioides

vaca)

Quadro 1: Virias espécies conhecidas por amapd (SHANLEY et al., 2005).

2.3 Moraceae

A familia Moraceae é composta por cerca de 1050 espécies distribuidas em 37
géneros. Na reserva florestal Adolpho Ducke, a familia é representada por 44 espécies
(RIBEIRO et al., 1999).

Seus representantes sdo predominantemente arbéreos ou arbustivos. E quase
todos sem excecdo t€m latex e folhas inteiras, dispostas alternadamente. No Brasil,
destacam-se os géneros Ficus, Brosimum, Dorstenia e Cecropia (DALL’STELLA,
2008).

Essa familia possui muitas espécies que sdo comercialmente exploradas pela
inddstria de madeira, papel, borracha, na alimentacio e na producio indireta da seda,
como ¢é o caso da Morus alba (amora), que tem seus frutos empregados na alimentagcdo
e suas folhas sdo consumidas por lagartas para a producdo de sedas de alta qualidade
(TEIXEIRA, 1999). Outras apresentam grande importancia na produgdo de moléculas
biologicamente ativas, como é o caso da espécie B. gaudichaudii de onde foram
isolados os compostos, psoraleno e o bergapteno, duas furanocumarinas, substincias
responsdveis pela acdo contra o vitiligo (POZETTI, 1969; MCKEON, 1981;
VARANDA, 2002) (Figura 4).
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R= H= Psoraleno

R= OCH;= Bergapteno

Figura 4: Estruturas das furanocumarinas psoraleno e bergapteno.

2.4 Género Brosimum

O género Brosimum, compreende cerca de 13 espécies que ocorrem na América
tropical. Porém, apenas duas espécies vém sendo mais estudadas fitoquimicamente, B.
gaudichaudii e B. rubescens (TORRES et al., 1997). Da espécie Brosimum rubescens
foram isolados diversas substancias tais como os triterpenos 3-acetoxi-olean-12-eno-
28-al e B-sitosterol (HAYASIDA et al., 2008) e ainda um alto teor da cumarina
xantilantina (HAYASIDA et al., 2011) que apresenta um potencial bioldgico, sendo
reportada pelas atividades antiplaquetdria, antifiingica e herbicida e alguns derivados
que possuem atividade em linhagens de células leucémicas (Figura 5).

Da espécie B. gaudichaudii, como foi citado anteriormente ja foram isolados as
duas furanocumarinas, psoraleno e bergapteno e ainda outras cumarinas como,

xantiletina, luvangetina (VIEIRA et al, 1999) (Figura 5).
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Xantiletina

Luvangetina

Figura 5: Estrutura das substancias isoladas de Brosimum gaudichaudii e rubescens.

Da espécie Brosimum acutifolium subespécie acutifolium, foi isolado a 4°,7° —di-
hidroxi-8-prefenil- flavana, denominada anaflavana, fitoconstituinte entdo inédito das
fragdes diclorometano do extrato alcodlico (Figura 6). Foi determinada inicialmente a
toxicidade empregando-se em camundongos e posteriormente, realizados testes clinicos
com o extrato hidroalcodlico das cascas do caule que indicaram uma melhora

significativa dos pacientes portadores de artrite reumatdide (TEIXEIRA, 2000).

4’7 —di-hidroxi-8-prefenil- flavana

Figura 6: Estrutura da substancia isolada de Brosimum acutifolium
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2.4.1 Brosimum parinarioides (Huber) Ducke

2.4.1.1 Nome popular

A espécie B. parinarioides tem como nome popular o amapd, amapa-doce,

amapé-roxo, amaparana, murerana, amapazeiro (MADY, 2000; BORRAS, 2003).

2.4.1.2 Caracteristicas

A espécie Brosimum parinarioides Ducke pertence a familia Moraceae, é nativa
da regido da regido amazonica e popularmente conhecida como amapd. E uma drvore de
grande porte podendo atingir até 40 m de altura. Suas folhas sdo de tamanhos varidveis
com no maximo 22 cm de comprimento e 10 cm de largura, duras e com base mais ou
menos arredondada (REVILLA, 2002; CORREA, 1978). Apresenta entrecasca
avermelhada e sua madeira interna amarela bem clara. O tronco € cilindrico e bem ereto.
Ao ser cortado, libera um aroma muito agraddvel e solta um leite (latex) branco e
grudento (figura 7). O amapa doce € somente encontrado em terra firme pois no resiste
a cheia do rio (SOUZA et al., 2003). E uma espécie comum nas matas da Amazdnia,
sendo possivel encontrar de 3 a 5 individuos por hectare (REVILLA, 2002).

Normalmente a produgéo do latex € artesanal, e devido a néo existéncia de uma
organizacdo empresarial sobre esse produto, este corre o perigo de ter adulteragdes por

outra espécie parecida (REVILLA, 2002).

YBROSIMUM PRRIRRIOIRS

Figura 7: Brosimum parinarioides: 1atex, folhas e tronco respectivamente.
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2.4.1.3 Frutos

Seus frutos tém base mais larga, roxa, e quando maduro escura, apresenta polpa

doce e comestivel (REVILLA, 2002).

2.4.1.4 Ocorréncia

B. parinarioides tem ocorréncia no Amapa, Amazonas e Pard, com referéncia
também para a Guiana Francesa. Habita frequentemente as matas de terra firme alta em

solos silico-argiloso (LOUREIRO et al., 2000).

2.4.1.5 Uso popular do leite de amapa de Brosimum parinarioides

O latex de B. parinarioides é extraido através de cortes no tronco sendo usado
como um O6timo cicatrizante de feridas, e também, é empregado por sua atividade
antitussigena e antiinflamatéria. Em emplastos e contusdes ¢ utilizado diretamente nas
dreas afetadas. E ainda indicado com a finalidade de cura de doencas respiratdrias,
tonico, fortificante ou energizante, onde se recomenda beber diariamente meio copo do
latex. Na cosmética, € utilizado como removedor de manchas na pele (REVILLA, 2002;
BORRAS, 2003).

Devido ao seu alto potencial medicinal, esse liatex € muito apreciado pelas
comunidades rurais, sendo substituinte do leite bovino na alimentacdo humana
(GALUPPO, 2004).

Segundo Souza et al., 2003, o leite de amapa de B. parinarioides também ¢é
popularmente empregado para o tratamento de hemorrdidas e ameba e ja foi muito
utilizado por seringueiros na época em que a extracdo da borracha era uma atividade
lucrativa para o caboclo. Eles tinham costume de “batizar” o leite da seringueira com
um pouco de leite de amap4, para aumentar o volume de borracha a ser comercializado.

Segundo experiéncias populares o leite de amapa é consumido ha muitos anos
pelas populacdes amazodnicas, por administragdo oral, sendo ingerido in natura, diluido
em leite ou em 4gua e muitas vezes agitado ou batido no copo manualmente ou

mecanicamente com o auxilio de liquidificador. A espuma formada, abundante e densa,
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é retirada (BORRAS, 2003). Outro modo de preparo é tirar duas colheres do leite da
arvore, colocar em um prato ou vaso e bater bem com uma colher até conseguir tirar
nove escumas (colheres de espumas). Jogar fora estas nove escumas e colocar o que
sobrou em um copo. Completar o volume do copo, enchendo-o com leite (em pd, ja
preparado) ou algum ché (preferencialmente de casca de laranja). Beber uma colher do
preparado, trés vezes ao dia (manha, tarde e a noite). Repetir o tratamento até os

sintomas desaparecam (SOUZA et al., 2003).

2.4.1.6 Estudos encontrados na literatura de Brosimum parinarioides

Até o momento os estudos encontrados para a espécie Brosimum parinarioides
sdao voltados apenas a caracteriza¢do preliminar das classes de substancias através de
testes fitoquimicos e ndo por isolamento.

Nesse contexto, Galuppo (2004) evidenciada a presenca dos seguintes
compostos nas fracdes testadas de leite do amapé (Brosimum parinarioides) liofilizado,
tais como os alcaldides, antraquinonas, derivados de cumarina, esterdides e
triterpendides, e purinas. No trabalho desenvolvido por Galuppo, também foi realizado
testes fisicos e quimicos para avaliar o valor nutricional do leite de amapd comparado
com o leite de vaca e extrato de soja (leite de soja), todos relacionados com a dose didria
recomendada. Como resultado, o leite do amapa-doce apresentou 58% de umidade e boa
quantidade de alguns minerais em sua composicdo. O cdlcio presente no leite do amapa-
doce foi superior ao do leite de vaca e leite de soja e a “Dose Didria Recomendada”
(DDR). Apresentou menor quantidade de fésforo, comparado ao leite de vaca e soja,
porém com valor significativo relacionado com a DDR. A presenca de magnésio e a
porcentagem de proteinas totais também foram proximas a recomendada, sendo os
valores de proteinas maiores que os encontrados no leite de vaca e de soja, razdo pela
qual esta espécie tende a torna-se uma importante fonte alimentar para as familias da
regido amazonica.

Com essa mesma idéia, Gai e colaboradores (2009), realizaram trabalho sobre a
composicdo inorgénica de leite de amapd, onde foram analisadas 38 amostras de leite de
amapd de trés espécies do gé€nero Brosimum (B. parinarioides, B. potabile e B. utile
ovatifolium) do municipio de Presidente Figueiredo, AM, onde verificou-se que as

amostras de leite de amap4 apresentaram maiores concentracdes de Mg, P, Na, Ke Al e
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concentragdes semelhantes de Ca e Cl que amostras de leite de vaca, justificando seu
uso popular como sucedaneo deste. Brosimum parinarioides foi a espécie em que as
menores quantidades (em média) de Al e K foram observadas. As menores
concentragdes de P foram detectadas em B. potabile. Portanto, com esses trabalhos fica
evidente o potencial nutricional do leite do amapa doce, e o valor do conhecimento
sobre 0 mesmo, como reforco alimentar.

Estudos realizados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa LAPAAM
(Laboratério de Principios Ativos da Amazdnia) com o extrato metandlico das cascas de
B. parinarioides indicaram uma maior atividade antioxidante nas fracdes mais polares.
Porém, ainda ndo foi observada a presenca significativa de atividade antioxidante nas

fragdes do latex de B. parinarioides (QUADROS et al.,2008).

2.5 Apocynaceae

Dentre as vdrias espécies que tém despertado interesse dos quimicos de produtos
naturais, devido ao uso na medicina popular, em razdo de inimeras aplica¢des de
cardter terapéutico, estdo as pertencentes a familia Apocynaceae (VELLOSO, 1998).

Apocynaceae ¢ uma familia de clima tropical e subtropical com poucos
representantes em clima temperado, totalizando cerca de 200 gé€neros e 2000 espécies.
Até o presente momento foram identificados na reserva florestal Ducke 16 géneros e 40
espécies (RIBEIRO et al., 1999).

As espécies desta familia, normalmente sdo representadas por drvores de grande
e médio porte, arvoretas, lianas e menos frequentemente arbustos. Essas plantas contém
latex branco, em alguns casos visiveis apenas nos ramos terminais, e neste caso,
apresentam coloracdo diferenciada, vermelho-sangue ou acastanhado (Aspidosperma)
(RIBEIRO et al., 1999).

A familia Apocynaceae apresenta grande importincia econdmica e medicinal,
pois fornece madeira, flores, gomas eldsticas e, algumas espécies no interior do Brasil,
ddo frutos como mangaba, mucugé e piquid (VELLOSO, 1998). Ela pode ser
considerada uma das mais importantes fontes de constituintes quimicos com utilidade
terapéutica na medicina moderna. Como exemplo, temos os alcaléides vimblastina e

vincristina (Figura 8), isolados de Catharanthus roseus G. Don, considerados
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medicamentos indispensaveis para o tratamento da leucemia (HOSTETTMANN et

al.,2003).

R= Me, vimblastina
R= CHO. vincristina

Figura 8: Estrutura dos alcal6ides vincristina e vimblastina.

2.5.1 Parahancornia amapa (Huber)

2.5.1.1 Nome popular

A espécie Parahancornia amapa tem como nome popular o amapd, amapa-
amargoso, amapa-branco, amapazinho, amargoso, curupixd, mogno-dourado, sorva-
maparajuba, amapd-roxo, amaparana, mururerana, amapazeiro, doekali (Suriname)
(LOUREIRO et al., 1979; CLAY et al., 2000). Cataua na fronteira peruana (MATTA,
2003).

2.5.1.2 Caracteristicas

Parahancornia amapa é uma arvore de grande porte, podendo atingir até 40 m
de altura, com didmetro de 90 cm ou mais (LOUREIRO et al., 1979; COUTINHO e
PIRES, 1996). Apresenta tronco ereto e elevado, tendo a copa constituida por muitos
galhos opostos, porém independentes entre si. Suas folhas sdo lanceoladas, lustrosas,
opostas, com 12 a 15 nervuras secundérias maiores (MATTA, 2003). Os tamanhos das
folhas variam de at¢é 22 cm de comprimento por 10 cm de largura (figura 9)

(LOUREIRO et al., 1979; COUTINHO e PIRES, 1996 ).
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Figura 9: Parahancornia amapa: galho com latex, folhas e tronco, respectivamente.

2.5.1.3 Frutos

Seu fruto, tem uma baga globosa de cerca de 8 cm de didmetro, com pericarpo
roxo-escuro quando maduro, espesso-carnoso de 1 a 1,5 cm de espessura envolvendo
uma polpa doce. Apresenta varias sementes achatadas, sendo considerado um alimento

saboroso para sobrevivéncia das pessoas na floresta (CAVALCANTE, 1996).

2.5.1.4 Ocorréncia

Parahancornia amapa é uma arvore tipica da Amazdnia brasileira, é encontrada
no Para, Amazonas, Acre, Rondonia, Roraima, Mato Grosso, Guianas e Suriname.
Desenvolve-se bem nas florestas de terra firme; ao pleno sol ou na sombra, sendo

também frequente na virzea alta, em solos humosos (CAVALCANTE, 1976).

2.5.1.5 Uso popular do leite de amapa de Parahancornia amapa

O leite de amapa é um produto de alto valor medicinal. O leite branco, que
escorre da casca ao ser cortada, € considerado um valioso remédio contra fraqueza em
geral, usado como peitoral, contra doencas pulmonares, como asma, bronquite e

tuberculose. Tem uso também contra doengas intestinais e traumatismo, em particular
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no térax. E um bom cicatrizante para golpes e feridas, quando aplicado externamente. E
como resolutivo € usualmente utilizado pela populagdo em emplastos que ficam
aderidos as regides traumatizadas de 4 a 10 dias, destacando-se, ap6s sumir toda a
inflamacdo (CAVALCANTE, 1996; MATTA, 2003, CLAY et al., 2000).

Conforme experiéncias populares, o leite de amapa deve ser ingerido tomando
uma colher de cha de hora em hora, misturada com mel de abelha (MATTA, 2003;
CLAY et al., 2000). Antigamente, esse litex era até vendido em pequenas quantidades
para o Sul do Pais (CAVALCANTE, 1996). A partir do latex dessa espécie, um xarope
¢é elaborado e utilizado no tratamento de tosse e doencas pulmonares. Este xarope é

encontrado nas farmdcias que comercializam produtos naturais em Manaus (CLAY et

al., 2000).

2.5.1.6 Estudos encontrados na literatura de Parahancornia amapa

A casca do caule e o litex desta espécie tém sido utilizados na medicina popular
local como tdnico e anti-sifilitico. Em estudos envolvendo os extratos menos polares da
casca, litex, e raizes desta planta, foram isolados triterpenos pentaciclicos: lupeol, a-
amirina e B-amirina, seus derivados acetilados, friedelina, dcidos alifaticos e ésteres de
lupeol (SOBRINHO et al., 1991; CARVALHO et al., 2001; CARVALHO et al., 2008).
Além dos esterdides [-sitosterol, stigmasterol, B-sitosterona isolados das raizes de
Parahancornia amapa (CARVALHO et al., 2001).

Segundo Carvalho et al., 2008, foi possivel identificar no extrato metandlico,
uma grande quantidade de mistura de carboidratos, metilmioinositol e derivados de
feniletan6ides tendo como principal constituinte o cornosideo. Algumas dessas

substancias citadas acima estdo apresentadas na figura 10e 11.
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Figura 10: Constituintes isolados de Parahancornia amapa encontrados na literatura.
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Figura 11. Continuacdo dos constituintes isolados de Parahancornia amapa encontrados na literatura.

2.6  Terpendides

Os terpendides compde uma grande diversidade de estruturas encontradas na

natureza, sendo originados da via do mevalonato ou desoxixilulose fosfato, a partir de
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unidades de isoprenos (Cs) que se unem por “cabega- cauda”. Eles sdo classificados de
acordo com a quantidade dessas unidades presentes. Por exemplo: esqueletos de
carbono que contém 5 carbono (Cs) s@o classificados como hemiterpenos, (Cig)
monoterpenos, (Cjs) sesquiterpenos, (Cp) diterpenos, (Cps) sesterterpenos, (Csp)

triterpenos e (Cy) tetraterpenos (Esquema 2), (DEWICK, 2002).

CHg CHs

HZC)\/\OPP H3C)\/\OPP Hemiterpeno (Cs)

Isopentenil PP \( Dimetilalil PP

(IPP)(Cs) (DMAPP)(Cs)

C., . GPP (Geranil difosfato)
10 Monoterpenos (C,,)

,pr\i Iridéides

FPP (Farnesil difosfato)

C15 > Sesquiterpenos (Cys)
IPﬂ
GGPP (Geranilgeranil difosfato)
Czo > Diterpenos (Cy)
x2 IPP
o 025 GFPP (Geranilfarnesil difosfato) Sesterterpenos (C;)
Y
Cqy » Triterpendides (Cyp)———» Esterides
(Cy.Cqo)
C40 » Tetraterpenos (C,,)

Carotenoides

Esquema 2: Formagdo dos terpendides.

2.6.1 Triterpenos

Triterpendides representam uma importante sub-classe de metabdlitos
secunddrios presentes na flora e fauna terrestre e marinha (MAHATO et al., 1992).
Apresentam uma grande diversidade quanto ao esqueleto e funcionalizacdo que é
predominantemente oxigenada. Consistem preponderantemente de constituintes cuja
estrutura é policiclica normalmente tetraciclica ou pentaciclica que contém no maximo
uma ou duas liga¢des duplas. Exemplo dessas substincias sdo o lupeol, a-amirina, -
amirina e a friedelina (OLEA e ROQUE, 1990).

Quanto a biossintese, os triterpenos apresentam como cadeia precursora, o

esqualeno, constituinte que foi isolado pela primeira vez do figado de tubardo (Squalus
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spp.)- A cadeia de 30 4tomos de carbono é formada a partir da condensagdo cauda-cauda
de duas unidades de pirofosfato de farnesil (FPP) e envolve a enzima esqualeno sintase
(Figura 12). A condensagao requer a remocao de dois grupos fosfatos e a adicdo de um

hidreto proveniente NADH na posi¢cdo C-1. Um intermedidrio desse processo € o

(€N

pirofosfato de pré-esqualeno também isolado do figado de rato cuja formagdo
representada como um ataque de uma molécula de FPP a ligacdo dupla (C2’-C3’) e
posterior formagdo de um cdtion tercidrio, seguida da perda de um hidrogénio e
formacdo de um anel ciclopropanico, originando o pirosfosfato de pré-esqualeno. A
perda de um grupo difosfato do pré-esqualeno gera um cétion primdrio desfavordvel,
que via rearranjo de Wagner-Meerwin causa a expansao do anel e gera um carbocation
secunddrio. Por fim, a ligacdo entre C-1 e C-3 é rompida e uma adicdo de hidreto via
NADPH ao C-1 resulta na formagdo do esqualeno.

O esqualeno € entdo epoxidado seletivamente na posi¢do 2, formando o 2,3-
oxido-esqualeno (2,3 epoxido de esqueleno) (MANN, 1994). Esse pode tomar varias
conformacdes e ser substrato de enzimas especificas do tipo ciclases.

Em geral, os animais e fungos, tem apenas uma oxido-esqualeno ciclase (OSC)
ou lanosterol sintase (LAS), para a biossintese de esterdis. No entanto, a diversificacio
das oxido-esqualeno ciclases (OSC) nas plantas superiores, ndo s6 para a biossintese de
esterdis, tais como o cicloartenol sintetase (CAS) e LAS (OHYAMA et al., 2009; ABE
et al, 1993), mas também para a biossintese de triterpenos, permite que mais de 100
variagdes de esqueletos de triterpendides em plantas. O 2,3-epoxiesqualeno ¢é
provavelmente o precursor da maioria dos triterpenoides 3B-hidroxilados (XU et al.,

2004).
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Figura 12: Formacao do esqualeno.

Dependendo da conformagéo inicial do epdxido de esqualeno na superficie da
enzima, inicia-se a biossintese. O O6xido de esqualeno pode assumir diferentes
conformagdes como cadeira—cadeira-cadeira-barco e cadeira-barco-cadeira-barco. A
clivagem do epdxido por protonagdo dd origem a uma ciclizacdo concertada, para
formar os cdtions damarenil e protosteril, a partir de cada uma das conformagdes

(figuras 13 e 14). Uma sequéncia de deslocamentos de Wagner-Meerwein de hidretos e
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grupos metila origina uma série de triterpenos tetraciclicos. O cdtion damarenil, por sua
vez dd origem aos cdtions lupenil e oleanil, a partir dos quais se formam varios

triterpenos pentaciclicos (STITI et al., 2007) (Figura 14) e tetraciclicos (Figura 15).

Enzima-H +a CHj H3C

~
H,C
CHj
cadeira-barco-cadeira-barco

ciclizagbes

oIl

H, perdado préton
3 direciona para
ciclopropano

HO

HsC CHH

cicloartenol HsC CH3H

cation protosteril
alquilacdo C-24 ¢ CH,
HBC/,

CH,

perda metil C-4
—

HO B
HsC CHY
HO

xw
o
[=
o
@
c
S
=3
[}
=1
o

24-metilenecicloartanol

CH,

abertura do ciclopropano

CH
¢ HC i

2

GH,  obtusifoliol

Figura 13: Formacdo de triterpenos tetraciclicos a partir do cdtion protosteril.
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Figura 14: Formacdo dos triterpenos pentaciclicos a partir do cation damarenil.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar a composicdo quimica do latex do leite de amapa extraido de Brosimum
parinarioides e comparar com o latex do leite de amapa extraido de Parahancornia

amapa.

3.2 Especificos

*  Isolamento dos constituintes presentes no latex de Brosimum parinariodes;

*  Elucidar as estruturas das substancias isoladas, através de andlises de Ressonincia
Magnética Nuclear (1H, 13C, HSQC, HMBC, DEPT 135) e Espectrometria de
Massas (EM);

*  Comparar os perfis cromatograficos dos extratos de Brosimum parinarioides e
Parahancornia amapa por cromatografia em camada delgada (CCD), empregando
luz ultravioleta e diferentes reveladores quimicos;

*  Comparar os perfis cromatogrificos dos extratos das duas espécies por
Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE), juntamente com os padrdes
auténticos isolados de B. parinarioides e P. amapa, utilizando o método de
coinjec¢do;

*  Determinar a cadeia lateral da mistura de ésteres de lupeol hidroxilados e néo
hidroxilados e analisar a mistura de triterpenos acetilados isolados de
Parahancornia amapa por CG-EM;

*  Avaliar a atividade anticoagulante pelo teste de interferéncia na atividade de
Protrombina (TP ou TAP) e a atividade antiinflamatéria dos extratos e substincias

isoladas disponiveis por inibi¢do da enzima S-lipoxigenase (LOX);
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4 . MATERIAIS E METODOS

4.1 Solventes

Os solventes utilizados no transcorrer do trabalho foram previamente tratados
quando necessario (no caso de éter etilico) e purificados por destilagdo fracionada.
Outros foram adquiridos com grau de pureza elevado (grau HPLC).

Para analises de RMN foi utilizado CDCl; deuterado da marca Aldrick Chemical

Company, inc.

4.2 Equipamentos

* Balanca analitica: Marca Adventurer OHAUS — Toledo, modelo AR2140, limite
210 g;

* Balanga semi-analitica: Marca Adventurer OHAUS - Toledo, modelo ARC120,
limite 3100 g;

* Bvaporador Rotativo: Marca Fisatom 802, modelo 550.

* Lampada UV: Marca Spectroline, modelo CX-20, ultraviolet fluorescence

analysis cabinet. Onda longa (365 nm) e onda curta (254 nm).

*  Ultrassom: Marca Ultrasonic, modelo USC 1400.

* Coagulométro- Aparelho Coatron M1, marca Teco (Medical instruments,
production +trading GMBH)

*  Bspectrofotdmetro UV-visivel da Thermo Scientific — TSQ Quantum Access

* CG-EM (Cromatogrifo com fase gasosa modelo Ultra Trace acoplado a um
espectrometro de massas da marca Thermo Scientific, modelo DSQ-II, equipado
com injetor automdtico modelo AI/AS 3000, do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazodnia.

* CG-EM (Cromatografo com fase gasosa acoplado a um espectrdmetro de

massas, marca Shimadzu, modelo QP-2010 equipado com injetor automéatico
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AOC-5000 auto injetor, da Universidade de S@o Paulo (USP)- Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo (USP)-

Ribeirio Preto.

Espectrometro de RMN marca VARIAN (500 MHz), modelo UNITY INOVA, -

Centro de Biotecnologia da Amazdnia (CBA);

Espectrometro de RMN da BRUKER (300 MHz) — Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazdnia (INPA)

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, marca Shimadzu Proeminence LC-20
A, equipado com injetor automatico SIL-20 A, detector UV-Vis —-DAD SPD-
M20A, bomba quaternaria LC-10AT Vp e Sofware Lc Solutions;

Cromatogrifo Liquido de Alta Eficiéncia marca Shimadzu composto por duas
bombas LC-6AD, detector UV-VIS SPD-10 A VP, controlador SCL-10 A e
Sofware CLASS VP.

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, marca Shimadzu UFLC, equipado
com injetor SIL-20AC, detector SPD-M20A, bomba bindria LC-20AD, forno de
coluna CTO-20%, CBM-2(, acoplado a EM- microTOF-QII Bruker Daltonics

Inc, fonte APCI no modo positivo.

4.3 Método de extracao

O latex (1* e 2* coleta) foram submetidos a extragdo em aparelho ultrassonico

com metanol e posteriormente em diclorometano (fluxograma 1) conforme metodologia

adotada em trabalhos anteriores (SALLES et al., 2009).

4.3.1 Calculo do teor de extrativo

Os teores de extrativos dos extratos obtidos foram determinados conforme a

férmula abaixo:

Teor de extrativo (%) = 100 x massa do extrato (g)
Massa de latex utilizada (g)
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4.4 Métodos cromatograficos

4.4.1 Obtencao de perfis cromatograficos por camada delgada (CCD ou CCD-RP-
18).

As andlises dos extratos diclorometanicos de B. parinarioides (1* e 2* coleta) e
P. amapa juntamente com os marcadores quimicos isolados foram realizadas
inicialmente em placas prontas (Merck F254) usando gel de silica e utilizando
procedimento padronizado. Os extratos foram analisados na concentragdo de Smg/mL e
os padrdes na concentragdo de 1mg/mL, sendo a melhor fase movel utilizada hexano/
acetato de etila (85:15), sendo utilizado anisaldeido sulftirico como revelador.

Foi também realizada comparacdo dos extratos de B. parinarioides da época de
seca (BPL-DCM-2) e da época de chuva (BPL-DCM-2), juntamente com o extrato de
P.amapa. E para a obtencao dos perfis cromatograficos foi utilizado diferentes métodos
de revelacdo (UV a 254 ou 366 nm; exposicdo a vapor de iodo) e ainda com reveladores
quimicos do tipo wuniversal (anisaldeido, vanilina, 4cido sulfirico, 4cido
fosfomolibidico), também os ditos especificos para classe de compostos (Dragendorff
para alcaldides, cloreto férrico para fendlicos, Liebermann-Burchard para terpendides,
NP-PEG para flavonéides, etc) ou especificos para atividades de interesse como a

atividade antioxidante (DPPH, B-caroteno).

4.4.2. Cromatografia Gasosa acoplado a um Espectrometro de Massas (CG-EM)

As andlises dos triterpenos acetilados foram realizadas por CG-EM, com um
cromatografo em fase gasosa acoplado a um espectrdmetro de massas, marca Shimadzu,
modelo QP-2010 utilizando coluna DB-17MS (30m de comprimento, 0,25mm de
diametro interno e espessura do filme 0,25 pm). A descri¢do desta andlise estd no item
54.1.

As andlises de determinacdo da cadeia lateral dos ésteres de lupeol, também
foram realizadas por CG-EM, empregando-se um cromatografo em fase gasosa modelo
Ultra Trace acoplado a um espectrometro de massas da marca Thermo Scientific,

modelo DSQ-II, equipado com injetor automdtico modelo AI/AS 3000. A separacdo



38

ocorreu com uma coluna Zebron ZB-FFAP da Phenomenex (60 m de comprimento,
0,25 mm de didmetro interno e espessura do filme 0,25 pm). A descri¢do desta andlise
estd no item 5.4.2.

No primeiro momento a andlise dos triterpenos acetilados foi realizada no CG-
EM da Shimadzu, na cidade de ribeirdo preto-SP, devido a indisponibilidade deste
equipamento em nosso grupo de pesquisa. Posteriormente, foi possivel realizar as
andlises para a mistura de ésteres de lupeol no cromatografo da Thermo Scientific do

INPA.

4.4.3. Métodos de isolamento

Para isolamento dos constituintes quimicos foram empregados dois métodos
cromatograficos tais como a cromatografia em coluna (CC) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) em escala semi-preparativa, empregando diferentes fases méveis
e estaciondrias (gel de silica, silica derivatizada). Foi também utilizada para a

purificacdo das substancias, técnica de recristalizacdo utilizando diferentes solventes.

4.4.3.1. Cromatografia em coluna (CC)

As CC foram realizadas utilizando diferentes fases méveis e estaciondrias (gel
de silica). Forma utilizadas silicas com tamanho de particulas na faixa de 0,063-0,200
mesh e silica de particula menor (0,040 -0,063 mesh), silica flash. Esses suportes foram

acondicionados em colunas de vidro, de didmetros e alturas variadas.

4.4.3.2. Recristalizacao

A purificacdo por recristalizagdo consistiu em dissolver o sélido a ser purificado
em um solvente a quente, que apds a solubilizagdo foi colocado na geladeira para a

formacdo de cristais, que posteriormente foram separados por filtragao.
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4.4.3.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala semipreparativa

(CLAE- semi-preparativo) e analitica (CLAE-UV-DAD)

O CLAE em escala semi-preparativa foi utilizado para isolar as substancias da
espécie Brosimum parinarioides que se apresentavam em forma de uma mistura
complexa, que dificilmente seria isolada por cromatografia cldssica utilizando silica gel
ou fase reversa. Depois dessa etapa, o CLAE-DAD foi utilizado para desenvolver um
método comparativo para avaliar a composi¢do quimica dos extratos diclorometanicos
do latex do leite de amapa extraido das duas espécies, Brosimum parinarioides e

Parahancornia amapa juntamente com os padrdes ja isolados anteriormente (item

5.6.1).

4.5. Métodos espectroscopicos

4.5.1. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As substincias isoladas foram identificadas por métodos espectroscopicos
unidimensionais de RMN 'H e RMN 13C, DEPT 135 e bidimensionais HSQC, HMBC.
Os espectros das substancias foram obtidos inicialmente no espectrdometro de RMN de
modelo UNITY INOVA, marca VARIAN (500 MHz) do Centro de Biotecnologia da
Amazodnia (CBA). E posteriormente as andlises foram realizadas no espectrometro de
RMN da BRUKER (300 MHz) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia

(INPA). As amostras foram preparadas utilizando cloroférmio deuterado como solvente.

4.6. Método espectrométrico

4.6.1. Espectrometria de massa (EM)

A detecg@o por espectrometria de massa foi realizada em um espectrometro de
alta resolucdo da microTOF-QII Bruker Daltonics Inc, fonte APCI no modo positivo
por injecdo direta e por LC-MS para as substancias (SUBST-1 e SUBST-2) em modo
isocriatico (ACN:H,O 98:2), utilizando coluna Kinetex 2,6um C-18 100 A com

dimensdes 150 x 2,1 mm com fluxo de 0,3mL/min.
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Os “scans” foram adquiridos no modo positivo, com as seguintes condi¢des:
voltagens do end plate -500 V e do capilar 4000 V, corona 5000 nA, nebulizer 1.6 bar;
dry gas 2,0 L/min; dry temp 250 °C; vaporizer temp 450 °C. Scan range 50-3000.

Calibracdo interna com solugdo tuning mix APCI (Fluka) modo enhanced quadratic.

Para as andlises por injecdo direta as substancias foram preparadas na concentracio de
1,0 mg/mL em isopropanol e diluidas com solucdo de acido férmico (1%) para obter

concentragdo final de 0,01 mg/mL.

5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Coleta e identificaciao botanica

O latex de B. parinarioides foi coletado na Reserva Ducke, localizada no Km 26
da estrada AM-010 (Manaus- Itacoatiara), os individuos foram previamente
identificados pelo projeto Flora da Reserva Ducke. As exsicatas da espécie B.
parinarioides encontram-se depositadas no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas

da Amazdnia (INPA), com os seguintes nimeros (tabela 1):

Tabela 1: Data da coleta e nimero da exsicata da espécie B. parinarioides.

Data coleta  B. parinarioides Volume (mL) N° da exsicata Epoca

11/10/2010 BPL-2 212 191462 Seca
191463

16/04/2011 BPL-3 164 191462
191478 Chuva
191463

Foram realizadas duas coletas para a espécie B. parinarioides sendo a primeira
no periodo de seca em 11 de outubro de 2010 (dois individuos) e a segunda no periodo
chuvoso em 16 de abril de 2011 (trés individuos). Ressaltando que devido ao pouco
volume de latex obtido, reuniu-se o latex dos individuos referente a cada época de

coleta para preparar os extratos.
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Ao ser realizada a coleta, verificou-se que o unico individuo da espécie
Parahancornia amapa (exsicata 180608), que existia na reserva Ducke foi encontrada
sem vida. Portanto, foi realizado um levantamento sobre as possiveis localizacdes dessa
espécie, contudo sem éxito. Desta forma, decidimos aceitar a sugestio da banca
examinadora (qualificagcdo), para estudar somente a espécie B. parinarioides. Assim, a
comparagdo relacionada a espécie P. amapa foi realizada utilizando o extrato do latex
preparado em trabalho anterior, como também as substancias isoladas, ja que o litex da

espécie ndo pdde ser coletado.

5.2. Preparacao dos extratos

O latex de B. parinarioides coletado na época de seca (1 * coleta) e época de
chuva (2 * coleta) foi utilizado para preparar os extratos diclorometanicos (DCM) e
metandlicos (MeOH).

A preparagdo dos extratos consistiu em suspender o litex em metanol, e apds
filtracdo utilizando funil de Biichner, os extratos foram concentrados em rotaevaporador
com pressdo reduzida. Em seguida, o residuo obtido foi novamente suspenso utilizando-
se como solvente extrator diclorometano dando origem ao extrato diclorometéanico. Esse

procedimento foi realizado conforme o fluxograma 1:

Latex

1.Suspensaoem MeOH
2. Filtracao

| !

Solucgdo
MeOH

Residuo

| 1.Suspensdao em DCM

2. Filtracio l 1. Conc. rotaevaporador

l l Extrato

Solucgao Lo

DCM

l 1. Conc. rotaevaporador

Residuo

Extrato
DCM

Fluxograma 1: Procedimento utilizado para a obtenc¢do dos extratos MeOH e DCM da espécie B. parinarioides.
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O extrato DCM de B. parinarioides obtidos da 1* e 2° coleta foram comparados
inicialmente por CCD utilizando vérios reveladores. Essa comparacdo foi feita com
intuito de verificar alguma diferenca entre os constituintes presentes na coleta realizada
na época de seca e na época chuvosa. Posteriormente, a comparagdo foi realizada entre

os extratos de B. parinarioides obtidos nas duas coletas e o extrato de P. amapa.

5.3. Fracionamento do extrato diclorometanico (DCM) de B. parinarioides

Ap6s a realizagdo da coleta e preparagdo dos extratos DCM e MeOH da espécie
B. parinarioides, iniciou-se o processo de isolamento dos constituintes quimicos.

O perfil cromatogrifico do extrato DCM, foi analisado, utilizando-se
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) de fase normal e sistemas de solventes pré-
definidos.

Posteriormente, o extrato DCM foi submetido a uma cromatografia em coluna
(de 6 cm de altura x 4,5 cm de didmetro) de silica gel 60 (0,063-0,2 mm) e como
eluente, utilizou-se o sistema de solventes: 3x de hexano (100%), 3x de hexano/éter
(80/20) e 3x de hexano/éter (50/50), 300 ml cada sistema. Foram coletadas 3 fracoes,
conforme o fluxograma 2. Este fracionamento foi realizado para separar os
componentes presentes no extrato em niveis de polaridade, como em uma coluna

“filtrante”.

BPL-DCM-2-ext. DCM (J)

m=9.8¢g
Si dos: Coluna Cromatografica
Istemas usados: Silica Gel 60 (63-200 um)

12 Sistema Hex (100%) Dimensdes da coluna: h=6 cm , di=4,5

: ) ‘ cm
22 Sistema Hex /éter (80:20) m.= 50,20
32 Sistema Hex/ éter (1:1) V colna= 100 mL

J J }
Fr.1 Fr.2 Fr.3

m=4,54g | m=4,79¢g m=0,4508 g

Fluxograma 2: Fracionamento preliminar com o extrato diclorometanico da espécie B. parinarioides.
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5.3.1. Fracionamento da fracao 2

A fim de isolar substincias de maior polaridade contidas no extrato DCM, a
fracdo 2 (4,7 g) obtida do pré- fracionamento anterior foi analisada em CCD de fase
normal em vdrios sistemas de elui¢do, sendo o melhor sistema obtido foi utilizando
hexano e mistura (CHCl;/ AcOEt) (98:2).

Assim, a fracdo 2 foi submetida a uma cromatografia em coluna (45,0 cm de
altura x 5,0 cm de didmetro) de silica flash (0,040 — 0,063 mm). Utilizou-se como fase
movel os solventes hexano e propor¢des da mistura (CHCls, AcOEt) (98:2). A coluna
foi eluida com hexano e a mistura nas seguintes proporcdes. 1) 2x hexano/ mistura
(80:20), 2) 2x hexano/mistura (70:30), 3) 2x hexano/mistura (60:40), 4) 11x hexano
/mistura (50:50), 884 ml de cada vez. Foram coletadas 203 fra¢cdes (fluxograma 3), que
foram analisadas por CCD e reunidas de acordo com a semelhanca no perfil

cromatografico obtido. Obtendo-se ao fim de todas as andlises 51 fragdes.

Fr.2
m=4,7¢g

Cromatografia em coluna
Silica flash

h=45,0 cm

di=5,00 cm

M glica = 479’ 61 g
V=2884,0 mL

AR

A(Frl-64) || C(Fr85-110) | E(Fr132-144) | G(Fr150-152) i I(Fr157-161 { K(Fr201-203)
4589mg il 257,1mg |} 146,1mg 106,5mg 122,6 mg 630,6 mg

v v v v v

B (Fr65-84) D(Fr111-131) F(Fr 145-149) H(Fr 153-156) J(Fr 162-200)
195, 7mg 2.512,4mg 140,8 mg 149,2 mg | 328,8mg

Fluxograma 3: Cromatografia em coluna realizada com a fra¢do 2 (BPL-DCM-T-2).

5.3.1.2. Fracionamento da fracao D (Fr.111-131)

A fracdo D(Fr.111-131) foi submetida a uma cromatografia em coluna (35,0 cm

de altura x 4,0 cm de didmetro) de silica flash (0,040 — 0,063 mm). Utilizaram-se como



44

fase movel os solventes hexano/éter (80:20), com 440 ml de cada vez. Foram coletadas
41 fragdes (fluxograma 4), onde as mesmas foram posteriormente analisadas por CCD e

reunidas de acordo com seu perfil cromatografico.

D(Fr111-131)
2468,Img

Cromatografia em coluna
Silica flash

h=35,0 cm

di=4,00 cm

m g, =239.98¢g

V= 440,0 mL

| | | | Lo

A(Fr1-12) B(Fr 13-18) C(Fr 19-24) D(Fr25-27) E(Fr28-35) F(Fr 36-40)
37,5mg 4,7mg 2929 mg 663,4 mg 233,8 mg 985,5 mg

Fluxograma 4: Cromatografia em coluna realizada com a fracdo D (Fr.25-27).

5.3.1.2.1. Fracionamento da fracao D (Fr.25-27)

A fracdo D (Fr25-27) obtida do fracionamento anterior foi submetida a
cromatografia em coluna (3,0 cm de altura x 1,5 cm de diametro) utilizando silica de
fase reversa kiesegel 60 RP-18 (0,040 — 0,063 mm) e como fase mdvel os solventes
ACN (100%) e AcOEt (100%). Foram coletadas 15 fracdes (fluxograma 5) e analisadas
posteriormente por CCD. Sendo a fracdo 5 enviada para andlise de ressonancia. Apds
andlise e interpretacdo dos espectros de RMN 'H e RMN "°C, verificou-se que a mesma
tratava-se de uma mistura. Entdo, optou-se por separar a mistura utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala semi-preparativa (CLAE semi-
preparativo).

O passo seguinte foi selecionar as fracdes que apresentaram um melhor perfil
por CCD e uma quantidade de massa suficiente para o isolamento. Entdo, foram
selecionadas as fragdes 4, 5, 6 e 7 para serem analisadas por CLAE. Porém, foi

utilizado somente as fragdes 5 e 6 para isolamento por CLAE semi-preparativo.
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D(Fr25-27)
450,2 mg
Cromatografiaem coluna
Silicareversa Kiesegwel 60 RP-18
(40-63 um)
h=3,0 cm
di=1,5cm
m ., =3,9779¢
V= 6,0mL

| | ! |

Fr1-4 Fr5 Fr6 Fr7-15
m=94 mg m=138,1, mg m=90,0 mg m=94,0 mg

| |

CLAE semi-preparativo

Fluxograma 5: Cromatografia em coluna realizada com a fragdo D (25-27).

5.3.1.2.2. Condicoes para isolamento por CLAE- semi-preparativo com as fracoes
(Fr5) e (Fr6) do extrato DCM (1* coleta) da espécie B. parinarioides em modo
reverso

Inicialmente as andlises das fragcdes D- Fr5 e D- Fr6 por cromatografica liquida
de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas utilizando uma coluna analitica Shim-pack
PREP — ODS (H) KIT de dimensdes 250 x 4,6 mm (Sum), de fase reversa. Para
determinar o melhor método de separacdo por CLAE, as amostras foram preparadas na
concentracdo de 2,0 mg/mL solubilizadas em acetonitrila e injetadas no volume de 50
puL. O método foi desenvolvido seguindo a metodologia que foi adaptada de Dias e
colaboradores, 2011.

Assim, feita uma andlise exploratdria para verificar a complexidade da amostra,
onde foi utilizado o modo reverso de eluicdo, a fase mdvel constitui de acetonitrila e
dgua (acidificada com 0,05% de &cido acético) na proporcdo (90:10) por 5 minutos,
aumentando para ACN (100%) em 10 minutos, mantendo isocratico por 25 minutos e
voltando a condi¢d@o inicial em 5 minutos. Apds a andlise exploratéria, o método foi

ajustado para obter uma melhor resolugdo, seletividade e menor tempo de andlise.
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Assim, o melhor método obtido foi utilizando como fase mével ACN (100%). A
andlise foi monitorada com detector Uv-vis nos comprimentos de onda de 254 e 210
nm. Sendo a melhor deteccio encontrada em 210 nm. O fluxo utilizado foi de 1mL/min,
volume de injecdo 50 uL, pressdo gerada durante a andlise foi de 864 psi.

Em seguida, o método foi adaptado para a coluna semi-preparativa Shim- pack
PREP-ODS (H) KIT com tamanho de particula de 5 pm, 250 mm de comprimento, 20
mm de didmetro interno , onde o fluxo utilizado passou a ser de 16 mL/ min, e o tempo
de corrida foi de 55 minutos.

A solubilizacdo da amostra para o isolamento por CLAE- semi-preparativo foi
modificada para ACN/ i-PrOH na propor¢do 80:20, ja que a amostra ndo solubilizou em
ACN, ao preparar uma solu¢do mais concentrada. No entanto, esta mudanca nio
prejudicou a separacdo da mistura no método desenvolvido. Ao fim deste procedimento,
obtiveram-se trés substincias puras codificadas como (SUBST-1), (SUBST-2) e

(SUBST-3), respectivamente (Fluxograma 6).

Fr5 Fr6
m=95, mg m= 80,0 mg

CLAE semi-preparativo

l l

CLAE semi-preparativo

Fr5-2-42 Fr5-3-44-46 Fr6-3
m=6,5 mg m=12,5 mg m=3,5 mg
SUBST-1 SUBST-2 SUBST-3
Fluxograma 6: Isolamento por CLAE semi-preparativo com as fracdes Fr5 e Fr6.
5.3.1.2.3. Condicao de analise para avaliar pureza das substancias obtidas no

CLAE semi-preparativo em modo reverso

Das amostras referentes aos picos nos cromatogramas obtidos, foram retiradas
aliquotas e solubilizadas em ACN/ i-PrOH (80:20) a 1 mg/ mL. Essas substancias foram
entdo submetidas a inje¢des utilizando a coluna analitica Shim-pack PREP — ODS (H)
KIT de dimensdes 250 x 4,6 mm (Sum), de fase reversa mencionada anteriormente para

avaliar a pureza das substincias obtidas. Utilizou-se o0 mesmo solvente como fase movel
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(ACN 100%) e as mesmas condicdes otimizadas para o isolamento. O fluxo utilizado

foi de ImL/minuto com volume de injecdo da amostra de 20 uL.
5.3.2. Recristalizacio da fracao F (145 -149)

A recristalizacdo das fracdes 145-149 foi realizada em etanol absoluto. O
procedimento consistiu em solubilizar a amostra a quente utilizando etanol absoluto,
onde em seguida, a amostra foi colocada na geladeira por 24h para a formagido de
cristais. No dia seguinte, ao ser realizada a filtragdo dos possiveis cristais € apds 0s
mesmos serem lavados com etanol absoluto gelado para retirar qualquer impureza do
sobrenadante contida neles, verificou-se que este material apresentava um aspecto de
um precipitado amorfo branco e ndo como cristais. Este procedimento foi realizado duas

vezes, a fim de se obter uma quantidade minima de precipitado para realizar a analise de

RMN.

F(Fr 145-149)
130,8 mg

1. Filtrag@o e lav.com etanol
absoluto (gelado)

| |

Precipitado (ppt) Sobrenadante (Sob)
m=4,5 mg m=110,3 mg

CLAE semi-preparativo

Fluxograma 7: Procedimento de recristalizagdo realizada com a fracdo F (145-149).

Ao fim desse procedimento, obteve-se um precipitado amorfo impuro de (2,7
mg) da primeira recristalizacdo e (1,8 mg) da segunda (fluxograma 7). No entanto,
devido ao precipitado apresentar-se em mistura, optou-se por separar a mistura
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE semi-preparativo) com o

sobrenadante.
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5.3.2.1. Isolamento por CLAE semi-preparativo com a fracdo F (Fr145-149 (Sob)
do extrato DCM (1? coleta) da espécie B. parinarioides em modo normal

Assim como no item 5.3.1.2.2, inicialmente as anélises das fracdes F (Fr145-
149) (Sob) foram feitas por cromatografica liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando
uma coluna analitica Phenomenex Luna Si de 5 um 100 A de dimensdes 250 x 2 mm de
fase normal. Para determinar o melhor método de separacdo por CLAE, as amostras
foram preparadas na concentragdo de 2,0 mg/mL e solubilizadas em Hexano/ MTBE na
proporcao 90:10 e injetadas em seguida no seguinte método: Hexano /MTBE (95:5) por
5 minutos, subindo para 70:30 em 15 minutos e mantendo isocratico por 15 minutos e
posteriormente voltando a condi¢do inicial em 5 minutos. O fluxo utilizado foi de 0,08
mL/ minuto, com volume de injecdo de 10uL, sendo as andlises monitoradas nos
comprimentos de onda de 254 e 210 nm. O melhor método obtido foi utilizando a
mistura de Hexano/ MTBE na propor¢do 80:20 em modo isocritico de elui¢do por 40
minutos, com fluxo de 0,08 mL/ minuto, sendo posteriormente otimizado para o fluxo
0,12 mL/ minuto.

Depois de otimizada a separagdo em coluna analitica, o método foi adaptado
para o isolamento em coluna semi-preparativa Phenomenex Luna Si 5 micras 100 A 250
x 10 mm, utilizando Hexano/MTBE na propor¢ao 80:20 por 40 minutos, com fluxo de 3
mL por minuto, estando a amostra solubilizada em Hexano/MTBE na propor¢ao 90:10.
Ao fim deste procedimento, obtiveram-se duas substdncias puras codificadas como
BPL- Fr41b-21-22 e BPL-Fr 41b-23-24 e nomeadas a partir deste ponto como SUBST-
4 e SUBST-5, respectivamente. (Fluxograma 8).

Sobrenadante (Sob)
m=91,0 mg
| CLAE semi-preparativo

| |

Fr41b-21-22 Fr41b-23-24
m=31,1 mg m=26 mg
SUBST-4 SUBST-5

Fluxograma 8: Isolamento por CLAE semi-preparativo com a fra¢do F (Fr145-149 Sob).
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5.3.2.1.1. Condicao de andlise para avaliar pureza das substincias obtidas no
CLAE semi-preparativo em modo normal

Das amostras referentes aos picos nos cromatogramas obtidos, foram retiradas
aliquotas e solubilizadas em Hexano/ MTBE (90:10) a 1,0 mg/mL. Essas substincias
foram entdo submetidas a inje¢des utilizando analitica Phenomenex Luna Si 5 micras
100 A de dimensodes 250 x 2 mm de fase normal mencionada anteriormente. Utilizou-se
o mesmo solvente como fase mével Hexano/MTBE (80:20). O fluxo utilizado foi de

0,08 mL/minuto com volume de inje¢dao da amostra de 20 pL.

5.4. Padroes isolados de P. amapa e B. parinarioides em trabalhos anteriores

Durante o Projeto de Inicia¢do Cientifica (PIBIC-INPA) (SALLES et al., 2009),
foi possivel isolar a partir do extrato diclorometéanico da espécie P.amapa (PAL-DCM-
2) trés misturas, sendo duas misturas de ésteres de lupeol, uma na forma néo hidroxilada
(MIST-1) e outra na forma hidroxilada (MIST-3). A outra mistura isolada (MIST-2)
era composta por acetato de lupeol, acetato de a- amirina e acetato de - amirina.

As substancias foram identificadas por RMN '"H e ¥C (SILVA et al., 2010). No
entanto, a determinagdo da cadeia lateral da mistura de ésteres de lupeol foi determinada
durante o mestrado item 6.5. Assim, como a confirmacio da mistura de triterpenos
acetilados por andlise de CG-EM.

Além disso, foi possivel purificar de fragdes oriundas do fracionamento com o
extrato diclorometanico da espécie P. amapa, durante o mestrado, o acetato de lupeol
de forma isolada (recristaliza¢io), como mostra os espectros de RMN 'H e RMN BCno
(ANEXO -1 B). O procedimento utilizado para o isolamento foi realizado conforme o
fluxograma 9 para a espécie P. amapa e o fluxograma 10 para a espécie B.

parinarioides.
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Gradiente:Hex/AcOEt PAPL-DCM-2 Silica Gel 60(63-200 pm)
Ordem crescente de polaridade m=5,0g Dlmensdoes ch=2lem; @ =4 cm ;m g3, =150 g
MeOH (100%) 73 fracoes
PAL (a-b) PAL(c) PAL(d) ‘ PAL (e) | PAL(f) PAL (g-i)
m= 14,8 mg m= 1505,5mg m=13,5mg . m=751,4mg m=652,8mg m=748,4 mg
Hex/DCM/éter (80/18/2) 1. R‘ecﬂst_ali%age”‘lo
2. Filtragao a frio
h=5,0 cm; @=2,0 cm;
M, = 10 g
RCOS-F1 RCOS-F2 PAL(e) (P) Sobrenadante
m=1,2038 mg m=0,0073 mg (Sob)

[ A ra—

Transesterificacdo dcida

PAL(128) i PALGI-36) || PAL-M(42-43) i | PAL(47-77)

m=0,6 mg m=256,5 mg m=39,lmg i | m=2674mg
v v v
PAL-G (29-30) || PAL-L(37-41) .' PAL-N(44-46)
m=315,2mg m=118,2 mg m= 48,7 mg
(MIST-1) | (MIST-2) | 1. Recristalizagdo
2. Filtrag@o a frio

Transest. '
4cida

CG-EM (USP)  PAL-N-(P) 33,4mg
13,0m (Sob)

Fluxograma 9: Isolamento de padrdes da espécie P.amapa.

Legenda dos principais c6digos:
— PAL-DCM-2- Extrato diclorometanico da espécie P.amapa
—  MIST-1- mistura de ésteres de lupeol ndo hidroxilados
—  MIST-2- mistura de triterpenos acetilados (acetato de o e 3- amirina e acetato de lupeol)
—  MIST-3- mistura de ésteres de lupeol hidroxilados
—  SUBST-6- acetato de lupeol isolado de P.amapa.
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Sistema:
Hex (100%) BPL-DCM-1 '
Hex/ AcOet (99/1) a (70/30) m=79¢g Silica Gel 60(63-200 um)
AcOet (100%) h=40cm; @ = 5 cm; m (g, = 361,75 g
MeOH (100%) 156 fracoes
Fr1-36 Fr38 Fr37-40 Fr41-151)
m=35,4mg @ m=1,4872mg m=670,4 mg m= 5,337.7mg
Sistema: )
Hex /Acetona (95/5) x 3 Silica Gel 60(63-200 pm)
Acetona (100%) l l h=10cm; @ = 1,4 cm; m ¢, = 8,33 g
si Frle2 Fr3
istema: _ _
CHClMeOH (5/95) © m=0609.3mg m=26,8 mg
Silica Kieselgel 60 RP-18 (40-63
Sistema: pm)
MoOH/H,0 (90110) l l h=4 cm; @ = 2,0 cm; m g = 8.23
MeOH/H,0 (95/5) &M ymostra: 605,6 mg
MeOH(100%)
CHCl3/MeOH (5/95) Frl-2 Fr3
CHCL,/MeOH (107 90) m=503,5 mg m=60,3 mg
CHCly/MeOH (15/ 85) o
Silica Kieselgel 60 RP-18 (40-63 pm)
h=415cm; @ =2,5 cm;
m gflica = 100,518 5 M ymostra: 503,5 mg
Fr1-28 L Fr29 m=12,3mg J Fr30-52
m=210,3mg (SUBST-7) m=278,3mg

Fluxograma 10: Isolamento de padrdes da espécie B. parinarioides.

Legenda dos principais codigos:
— BPL-DCM-1- Extrato diclorometanico da espécie B. parinarioides (PIBIC)
— SUBST-7- acetato de lupeol isolado de B. parinarioides.

5.4.1. Analise por CG-EM da mistura de triterpenos acetilados isolados
anteriormente de P.amapa

A andlise foi realizada utilizando-se um cromatografo em fase gasosa acoplado a
um espectrometro de massas, marca Shimadzu, modelo Q-2010 utilizando coluna DB-
17MS (30m de comprimento, 0,25mm de didmetro interno e espessura do filme 0,25
pum) equipado com injetor automatico modelo AOC 500 autoinjetor. A programacio da
temperatura do forno: 120 °C, subindo 20 °C /min até 260 °C, isoterma por 5 min,
subindo 2 °C /min até 280 °C, isoterma por 9 min, subindo 2 °C /min até 290 °C,
isoterma por 20 min, com o tempo de andlise de 56 min. O gas de arraste foi hélio a 1,4
mL/min. A temperatura de injecdo foi de 260 °C, a temperatura da linha de

transferéncia 290 °C, o modo de injecao foi split (1:10). A faixa de varredura foi de 50,0
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a 550,0 m/z e o espectro de massas foi obtido por impacto de elétrons (IE) a 70 eV. As
amostras foram solubilizadas em CHCI; tendo como concentracio final 1mg/mL e o
volume de injecdo foi de 1uL.

A identificacdo dos constituintes foi feita com base na andlise dos espectros
obtidos e comparados com os de massas adquiridos disponiveis nas bibliotecas, NIST
2.0, Wiley e com a biblioteca criada pelo laboratério de pesquisa (NPPNS- Nucleo de

Pesquisa em Produtos Naturais e sintese/ USP- Ribeirdo Preto- SP).

5.4.2. Reacao de transesterificacdo em meio acido e identificacio por CG-EM da
cadeia lateral da mistura de ésteres de lupeol isolados em trabalhos anteriores com
a espécie P. amapa

Os ésteres de lupeol hidroxilado e ndo hidroxilado foram submetidos a reagdo de
transesterificagdo realizada segundo a metodologia de Sobrinho et al, 1991, com
algumas modificacdes. As amostras de ésteres de lupeol ndo hidroxilado foram
refluxados por 6 horas com MeOH (5 mL) e HCI (1 mL). Depois de resfriada, a solugio
foi extraida com hexano grau HPLC. Posteriormente, a fase organica foi lavada com
H,0 e seca com NaSQ, anidro e concentrada em rotaevaporador fornecendo lupeol e
uma mistura de ésteres metilicos os quais foram analisados por CG-EM. As amostras de
ésteres de lupeol hidroxilados foram refluxados com agitacdo em 10% MeOH-HCI (10
mL) por 6 horas. Depois de resfriada a mistura da reagdo foi submetida a0 mesmo
tratamento da reagdo anterior. Obtendo-se o lupeol e uma mistura de ésteres metilicos

(Figura 16).

CH Q
8 + lupeol
HsC
O.

(0]
Transesterificagdo acida n
n 0 MeOH

()
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CHa
_ o OH O
OH o0 TraWaH CN + lupeol
3 —
He,C\(\/)J\/Lo MeOH n o

“CH
H3C 3 (b)

Figura 16: Produtos da reagdo de transesterificagdo com mistura ésteres de lupeol hidroxilado (a) e ndo hidroxilado

(b).

A mistura de ésteres de lupeol foram identificadas através de CG-EM
empregando-se um cromatogrifo em fase gasosa modelo Ultra Trace acoplado a um
espectrometro de massas da marca Thermo Scientific, modelo DSQ-II, equipado com
injetor automdtico modelo AI/AS 3000. A separag¢do ocorreu com uma coluna Zebron
7ZB-FFAP da Phenomenex (60 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e
espessura do filme 0,25 pm) nas seguintes condi¢des: temperatura de forno 210 °C,
isoterma por 5 min, subindo 10 °C /min até 260°C, isoterma por 50 min, tempo de
andlise de 60 min. O injetor foi programado em modo split (1:10) a 250 °C. O gas de
arraste foi o hélio a 1,8 mL/min. A temperatura da linha de transferéncia e da fonte
foram respectivamente, 275 °C. As andlises por espectrometria de massas ocorreram em
modo full scan (faixa de varredura de 40-500 m/z), modo positivo com fonte de ions
operando a 200 °C e os espectros de massas foram obtidos por impacto de elétrons (IE)
a 70 eV. As amostras foram solubilizadas em hexano a concentracao final 1,0 mg/mL, e
em seguida foi realizada a andlise nas condicdes acima descritas.

A identificacdo dos constituintes foi feita com base na andlise dos espectros
obtidos e comparados com os espectros de massas adquiridos disponiveis nas

bibliotecas NIST 2.0 e Adams.
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5.5. Perfis cromatograficos por Cromatografia em Camada Delgada Comparativa
(CCDC)- Fase Normal

A cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) por ser um
procedimento analitico rdpido, de baixo custo, simples e que auxilia na identifica¢do de
compostos em mistura e/ou verificagdo preliminar da pureza, foi empregada para uma
comparagdo preliminar entre os extratos diclorometanicos correspondentes a época de
seca (1* coleta- BPL-DCM-2) e época de chuva (2* coleta- BPL-DCM-3) da espécie
Brosimum parinarioides e ainda entre o extrato diclorometanico da espécie
Parahancornia amapa.

Foi utilizada cromatoplacas de silica gel 60, em fase normal e o sistema
consistiu de Hexano/ AcOEt (85:15) foram aplicados 2,0 uL dos extratos na

concentragdo de 5,0 mg/mL e 2,0 uL padrdes na concentragdo de 1,0 mg/mL.

5.6. Analise do perfil cromatografico do latex do leite de amapa extraido de B.

parinarioides e P. amapa por CLAE-UV-DAD

O desenvolvimento de metodologias padronizadas para andlise de extratos,
fragGes e /ou substancias e por CLAE requer somente que a amostra seja soltivel na fase
movel e é importante porque permite:

- Monitorar a composicdo quimica de extratos;

-Comparar a composicdo de extratos de diferentes periodos de coleta;

- Avaliar a ocorréncia de componentes que podem ter atividade especifica;

-Verificar a pureza;

- Confirmar a identidade boténica.

5.6.1. Desenvolvimento do método para analise do perfil cromatografico

Para obtencgao do perfil dos extratos do latex das duas espécies de plantas e seus
respectivos padrdes isolados, tentou-se o desenvolvimento de um método de andlise
inicialmente em modo reverso, porém sem éxito. Contudo, foi conseguido um método
de comparagdo em modo normal, apds vérias tentativas, modificando os gradientes de
eluicdo da fase movel, o tempo de andlise e o fluxo. O método desenvolvido consistiu

em um sistema de gradiente utilizando como fase mdvel A: Hexano e como fase movel
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B: MTBE nas seguintes condic¢des: 0-5 min. (100% A), 5-28 min. (0-6% B), 28-95 min.
(6%) (periodo de andlise), retornando a condicdo inicial (100 % A) em 5 min. (pds-
andlise) e permanecendo por mais 20 min (pré- andlise), tempo total de andlise foi de
120 min. O fluxo da anélise foi de 0.2 mL/min e volume de inje¢do 10uL. A separagdo
cromatografica foi feita usando uma coluna uma coluna Luna 5 u Silica 100 A de
tamanho de poro, 250 x 2.0 mm. As amostras foram detectadas num comprimento de
onda de 220 nm. Os extratos estavam na concentragao de 5,0 mg/mL em hexano 100%

e o volume de injecao foi de 10,0 pL.
5.6.1.1. Injecao dos padroes

Na tentativa de identificar 0s componentes presentes nos extratos
diclorometénicos foram injetados padrdes auténticos isolados das duas espécies (item
6.5¢ 6.6).

Para isso foram preparadas solucdes na concentracdo de 1,0 mg/mL em hexano
grau HPLC e submetidas a andlise cromatografica nas mesmas condicdes descritas no

item 5.6.1. O volume de injecdo foi de 10 pL.
5.6.1.2. Coinjecao dos padroes

Para confirmar a presenca dos padrdes isolados das duas espécies foi empregado
o método da coelui¢do, onde foram feitas coinje¢des das substancias descritas no item
6.5 e 6.6. Para isso, foram preparadas 10 aliquotas do extrato de B. parinarioides tanto
para a amostra da época de seca como da época de chuva e 10 aliquotas para o extrato
de P. amapa. Cada aliquota foi resolvida com o sistema cromatografico descrito no item
5.6.1., exceto para a coinjecdo com a substincia codificada como SUBST-5, onde o
tempo de andlise foi modificado, j4 que apds andlise da coinjecdo com o extrato de
Brosimum ocorreu uma alteracdo no tempo de retengdo das substincias padroes. Dessa
forma, o tempo de andlise foi ajustado 10 minutos a mais na proporgao 94/6.

O aumento da intensidade dos picos no cromatograma original da amostra em
um tempo de retencdo ja identificado para o padrdo auténtico permitiu sugerir a

presenca das substincias em cada extrato analisado.
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5.7. Atividade de Coagulacao

5.7.1. Teste de Interferéncia na atividade de Protrombina (TAP ou TP)

O teste de interferéncia na atividade de protombina (TP ou TAP) foi realizado
pelo método de Brown (1988) modificado por Osoniyi e Onajobi (2003), utilizando-se
um coaguldmetro (Teco, modelo Coatrom MI, Alemanha) e o “kit” comercial
HemoStat Thomboplastin —SI .

Selecionou-se os extratos DCM e MeOH das duas espécies, as fracdes obtidas
nas particdes dos extratos MeOH, e as substincias isoladas que apresentavam massa
suficiente, MIST-1, MIST-2, MIST-3, SUBST- 6. As amostras foram dissolvidas em
dimetilsulf6xido (DMSO) na concentracio inicial de 1,0 mg/mL para substancias (conc.
final de 0,1mg/mL) e para extratos e fragdes concentragdo inicial de 10 mg/mL e final
de 0,01 mg/mL. O sangue venoso foi coletado de cobaias humanas sadias e transferido
para tubos com anticoagulante citrato, posteriormente centrifugado a 2500 rpm por 10
min. E somente o sobrenadante coletado (Plasma Pobre em Plaquetas) (PPP) foi
utilizado no teste. Para realizar o teste utilizou-se o aparelho Coatron M; (Analyser
coagulation).

O procedimento consistiu em utilizar cubetas de formato conico, onde 45,0 puL
do PPP e 5,0 pL das substincias a serem testadas foram depositadas e transferidas para
a cavidade do aparelho. No tempo determinado pelo aparelho, foi pipetado 100,0 pL. do
reativo TP. Em seguida, os tempos de coagulacio foram registrados.

Para o controle negativo utilizou-se DMSO e o reativo TP e como controle
positivo (anticoagulante) utilizou-se heparina. Todo o teste foi efetuado em triplicata.

Todos os procedimentos foram realizados conforme as normas, tendo o seguinte

niimero referente ao Certificado de Apreciacio Etica (CAAE) - 00868112.9.0000.5020.

5.8. Ensaio de inibiciao enzimatica S-lipoxigenase (LOX)

* Tampao:

Foi utilizado o tampao Fosfato de Sédio, pH 8 a 20 mM.
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* Enzima:

5-Lipoxigenase (Tipo V, liquida, suspensdo sulfato de amonium 500,000 —
1.000.000 U/mg, 36 mg protein/mL (Buret) 70100 U/mg protein) adquirida da Sigma.
Enzima liquida foi diluida em solucdo tampao fosfato de s6dio para obter uma solugdo
100.000 U/mL de enzima para o ensaio de inibi¢do.
*  Substrato:

Acido linoléico (99 + % - SAFC) foi adquirido da Sigma. Para o ensaio enzimitico,
40 uM (concentragdo final) de dcido linoléico em etanol foi usado.

* Extratos de P.amapa e B. parinarioides e inibidor de referéncia da LOX:

Os extratos diclorometanicos ¢ metandlicos de P. amapa e B. parinarioides foram
dissolvidos em DMSO a uma concentracdo de inicial de 10 mg/mL. No meio reacional
obteve-se a concentragdo final de cada extrato a 200 pg/mL. As substincias isoladas e o
inibidor de referéncia da LOX, quercetina, foram dissolvidos em DMSO a uma
concentracdo de 1,0 mg/mL. Depois se obteve no meio reacional a concentragdo final de
20,0 pg/mL.

* Equipamento:

Espectrofotémetro UV-visivel da Thermo Scientific — TSQ Quantum Access.

5.8.1. Inibicao in vitro da enzima 5-lipoxigenase

O teste de inibi¢do enzimdtica S-lipoxigenase foi realizado no Laboratério de
Atividade Bioldgica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UFAM sob orienta¢do
do Prof®. Dr. Emerson Silva Lima.

A determinagdo da atividade de inibicdo da lipoxigenase foi medida como
descrito anteriormente, com algumas modificacdes (AZIZ et al., 2004). Todos os
compostos utilizados foram de alto grau de pureza (CLAE).

A mistura de reagdo continha 470 pL de solucdo tampdo fosfato de sédio
(pH=8,0) a 20 mM, 10 pL do composto/extrato a ser testado (concentracdes finais que
variaram de 20 a 200 pg/mL), 10 pL da solu¢do de 4cido linoléico em etanol
(concentragdo final de 40 uM) e 10 pL da solug¢do da enzima 5-lipoxigenase (100.000

U/mL) em tampao fosfato de sédio (pH=8,0), foi adicionado para iniciar a reaco.
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Para o controle positivo foi utilizado o flavondide quercetina e para o controle
negativo DMSO. A solugdo resultante foi bem misturada e incubada a temperatura
ambiente.

A reagdo foi iniciada pela adi¢do do dcido linoléico, com a formagdo do dieno
conjugado hidroperéxido (13-HPOD). As substancias/extratos e controle quercetina
foram dissolvidos em DMSO. Apds 5 minutos, a mudanga de absorbéancia a 234 nm foi
lida para medir a produgdo de dieno conjugado. O efeito de inibicio da
substancia/extrato a enzima foi calculado como:

Inhibition (%) = [(Ac — As)/Ac] x 100

Onde Ac e As foram as absorbincias de controle (sem amostra teste) e com
amostra (substincia/extrato), respectivamente. A atividade inibitdria foi determinada
como a média de medi¢cdes em triplicata e expressa como o valor da concentragdo de

inibi¢do a 50 % (Clsp) do controle sem inibidor.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Rendimento e comparacao dos extratos por CCD

Os extratos do latex do leite de amapd indicaram um maior rendimento para o
extrato diclorometanico (DCM), tanto da época de seca (24, 04%), quanto da época
chuvosa (17,0%) (Gréfico 1).0s extratos metandlicos apresentaram um rendimento
inferior, porém préximo a 4 %, para as duas épocas. Os rendimentos foram obtidos pela

quantidade em massa de latex utilizado, conforme mostra a (tabela 2).

Tabela 2: Rendimento dos extratos DCM e MeOH de B. parinarioides
1? Coleta (época de seca)

Descricio  Volume de latex (mL)/ massa (g) Amostra (g) Rendimento (%)

BPL-DCM-2 53,15 24,04
212,0/221,0
BPL-M-2 8,12 3,67

2% Coleta (época de chuva)

BPL-DCM-3 28,97 17,00
164,0/170,4
BPL-M-3 6,83 4,00

Rendimento dos extratos DIOCM e MEOH
coleta em época seca (2) e chuvosa (3)

30,00%
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)
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E
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Grafico 1: Rendimento obtido para os extratos diclorometinicos e metandlicos nas duas épocas de coleta.

Um dos métodos mais usados para estudar o perfil das substancias quimicas

presentes em extratos vegetais € a cromatografia em camada delgada (CCD), por ser um
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procedimento analitico rapido, de baixo custo, simples e porque necessita de ordem de
miligramas. Assim, esse procedimento auxilia na identificacio da classe das
substancias, ji que a revelacdo de placas cromatograficas torna-se uma ferramenta
muito ttil na avaliagdo preliminar do perfil quimico de um extrato bruto, pois existem
diversos reveladores quimicos, destrutivos ou ndo descritos na literatura que auxiliam
nessa possivel identificacdo (WAGNER, 1996).

Os extratos DCM tanto da época de chuva quanto da época de seca foram
comparados por CCD e revelados em diferentes reveladores quimicos, através dessa
comparag@o ndo foi possivel observar diferenga no perfil cromatografico entre essas
duas épocas. A revelacdo foi intensa em UV 254nm, consistente com substancias que
possam conter duplas ligacdes conjugadas, sendo visualizados também em camara de
iodo, que condiz com substincias que contenham estruturas com insaturagdes. As
cromatoplacas foram reveladas ainda em anisaldeido, vanilina, dcido fosfomolibdico e
também com os reveladores especificos, como DPPH para antioxidades, com uma leve
revelacdo, Dragendorff e cloreto férrico, onde nao houve revelacdo, o que indica a
auséncia de alcaloides e grupos fendlicos, o que € consistente ja que se trata de extrato
de baixa polaridade. Porém, apresentou intensa revelagdo quando utilizado o reagente
especifico para terpenos (Liebermann-Buchard).

Foi realizada também uma comparacio por CCD do extrato DCM de B.
parinarioides e P. amapa onde foi possivel verificar que estes apresentam componentes
com Rfs semelhantes quanto distintos (figura 17). A comparagdo também foi realizada

por CLAE juntamente com os padrdes isolados das duas espécies.

- 1 — BPL-DCM-2 (1? coleta)
- - .
2- BPL-DCM-3 (2° coleta)
. 3- PAL-DCM
R B 9
. = v
1 2 3

Figura 17: Comparacdo por CCD dos extratos DCM de B. parinarioides (1* e 2° coleta) e P. amapa. Placa eluida
com hexano/ acetato de etila (85:15), revelada em anisaldeido.
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6.2. Isolamento por CLAE semi-preparativo com as fracoes FrS5 e Fr6 do extrato
DCM (1° coleta) da espécie B. parinarioides em fase reversa

A escolha inicial do gradiente exploratdrio permitiu verificar a complexidade da
amostra e identificar a porcentagem da fase mével que poderia ser utilizada para uma
separacdo eficiente em modo isocritico. A figura 18, mostra o perfil da fragdo 5
utilizando o método em modo gradiente. Os cromatogramas foram registrados nos

comprimentos de onda: 254 e 210 nm, sendo a melhor detec¢do encontrada em 210 nm.

SPD-10Avp - 1 (254nm)
0,010] — C.ir.25-25_Fr5_fase rev. _C
C.ir.25-25_Fr5_fase rev. C
0,009
0,008
0,007

0,006

0,005

Volts

0,004
0,003
0,002
0,001

0,000

-0,001

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 2 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Minutes

(a) deteccdo em 254 nm

SPD-10Avp - 2 (210nm)
— C.fr.25-25_Fr5_faserev. C
0,275 C.r.25-25_Fr5_fase rev. _C

0,250
0,225
0,200
0,175
0,150

0,125

Volts

0,075
0,050
0,025
0,000

-0,025-

-0,050-
0

(b) deteccdo em 210 nm

Figura 18: Cromatograma da CLAE da fracdo Fr5, (a) (254 nm) e (b) (210 nm), método gradiente. Condi¢des
cromatograficas: Fase mével ACN (A)/ H,O (0,05% ac. acético); 0-5 min. (10% B), 5-15min. (10% B -100% A), 15-
40 min. (100% A), 40-45 min. (10% B). Coluna analitica (250 x 4,6 mm) da Shim pack PREP-ODS KIT (5um).
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Porém o melhor método de andlise obtido foi método isocritico com ACN
(100%) conforme o cromatograma da figura 19 (a.1 e a.2) e como citado anteriormente
a mudanca na solubiliza¢do da amostra de ACN (100%) para ACN/ i-PrOH (80:20) nao
interferiu na separacdo das bandas no método desenvolvido, como mostra o

cromatograma na figura 19 (b.1 e b.2) para a fragéo fr5.

SPD-10Avp - 1 (254nm)
0,00224 __ c'ir25.25 Frs_fase rev. D
C.fr.25-25_Fr5_fase rev. D

0,0020 ( a1 )
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0,0016
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0,0010:

Volts
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o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
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SPD-10Avp - 2 (210nm)
0278) _ Cir.25:25 Fr5 faserev. D
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0,175
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0,000

-0,025:

(a) Cromatograma da fragdo 5 solubilizada em ACN (100%), o volume de injecdo foi de 50 uL e detecgio
em 254 nm (a.1) e (a.2) 210 nm.
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Figura 19: (a) Cromatograma da fracdo Fr5 solubilizada em ACN (100%), com volume de inje¢do de 50 pL, (a.1)
deteccdo em 254 nm; (a.2) detecgdo em 210 nm; (b) Cromatograma da fragdo Fr5 solubilizada em ACN/ i-prOH

(80:20),

com volume de injecdo de 20 pL, (b.1) deteccdo em 254 nm. (b.2) deteccdo em 210 nm. Condigdes

cromatograficas: Fase mével ACN (100%) por 40 min. Utilizando coluna analitica (250 x 4,6 mm) da Shim pack
PREP-ODS KIT (5pm).

Depois da obten¢@o do melhor método, foi realizada também a andlise das outras

fracdes que poderiam conter um bom perfil para isolamento. Sendo selecionadas as

fragGes 4, 6, 7, por apresentarem uma maior massa. O perfil das fra¢cdes com deteccdo

em 210 nm, encontram-se na figura 20 (a) fragéo 4, (b) fracdo 6 e (c) fracdo 7.
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Figura 20: (a) Cromatogramas das fracdo Fr4; (b) fracdo 6; (c) fragdo 7; Condigdes cromatograficas: Fase mével
ACN (100%) por 40 min, utilizando coluna analitica, volume de injecdo de 20 uL e deteccdo em 210 nm.

Ap6s obtencdo do perfil das fragdes acima, foi realizado o isolamento com a
fracdo 5 e com a fracdo 6. Da fracdo 5, foi possivel isolar duas substiancias nomeada

como SUBST-1 e SUBST-2, estando em destaque com setas as bandas coletadas
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durante a corrida. Da fracdo 6 foi feito isolamento de uma substincia, SUBST-3
também em destaque. Os cromatogramas das fracdes realizadas em coluna semi-

preparativa encontram-se nas figuras 21 (fragdo 5) e 22 (fragéo 6).

SPD-10Avp -2 (210nm)
— C.fr.25-25_Fr5_fase rev. P_200_E
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Figura 21: Cromatograma da fragdo 5, durante isolamento, com detec¢do em 210 nm. Fase mével ACN (100%).
Coluna semi-preparativa (250 x 20 mm) da Shim pack PREP-ODS KIT (Spum).
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Figura 22: Cromatograma da fracao 6, durante isolamento, com detec¢do em 210 nm. Fase mével ACN (100%).
Coluna semi-preparativa (250 x 20 mm) da Shim pack PREP-ODS KIT (5um).
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6.3. Analise de pureza das substiancias obtidas no CLAE semi-preparativo em
modo reverso

A figura 23, mostra o cromatograma das andlises de pureza dos picos coletados a
partir do fracionamento mencionado para a fracdo 5 e fragcdo 6, do item 6.2, onde tem-se
que os dois primeiros picos refere-se as duas substancias isoladas a partir da fragdo 5
nomeadas como (SUBST-1 e SUBST-2), e o terceiro pico refere-se a substidncia
SUBST-3, obtida a partir do isolamento com a fracdo 6. As identificacdes dessas

substincias estao descritas no item 6.5.

0,45
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Figura 23: Cromatograma das substincias isoladas por CLAE em modo reverso, com detec¢do em 210 nm. Legenda
de cores: (----) SUBST-1; (----) SUBST-2; (----) SUBST-3.

Ao analisar o cromatograma (Figura 23), foi possivel verificar que as
substancias oriundas da fragdo 5, ndo apresentaram-se totalmente puras. Onde a
SUBST-1 mostra absorcdo baixa de dois picos préximos e a SUBST-2 mostrou
absorcdo de resquicios da 1. No entanto, esses picos ndo prejudicaram na determinac¢io
da estrutura por andlise de Ressonédncia Magnética Nuclear.

A substancia SUBST-3 isolada a partir da fracdo 6, apresentou uma pureza mais
elevada comparada as duas substincias anteriores, o que justifica a identifica¢do da sua

estrutura mesmo com a massa obtida.
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6.4. Isolamento por CLAE semi-preparativo com fracio F (Fr145-149 (Sob) do
extrato DCM (1? coleta) da espécie B. parinarioides em fase normal

O melhor método de andlise obtido foi utilizando como eluente hexano/MTBE
na proporg¢do (80:20), como mostra o cromatograma da figura 24, utilizando o fluxo de
0,08 mL/minuto. Porém, conforme o item 5.3.2 foi realizada a otimiza¢@o do fluxo para
0,12 mL/minuto, figura 25.

Essa mudanca melhorou o tempo de andlise e a resolucdo dos picos, o que pode
ser explicado pelo fato de o alargamento da banda estar diretamente relacionado a
fatores de difusdo. Dessa forma, com o aumento do fluxo a difusdo tende a ser zero o

que acarretaria uma diminui¢do do alargamento da banda (LANCAS, 2009).

SPD-10Avp - 2 (210nm)
— C.Fra1b (sob)(2)_D.1
C.Frab (sob)(2)_D.1
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Figura 24: Cromatograma da frac@o F (Fr145-149 (Sob)) com fluxo de 0,08 mL/min. com detec¢do em 210
nm (coluna analitica 250 x 2,0 mm da Phenomenex Luna Si 5 um 100 A).
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Figura 25: Cromatograma da fracdo F (Fr145-149 (Sob) com fluxo de 0,12 mL/min. com detec¢do em 210
nm (coluna analitica 250 x 2,0 mm da Phenomenex Luna Si 5 um 100 A).
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Apés obtengdo do perfil da fracdo F (Fr145-149 (Sob), foi realizado o
isolamento de duas substincias codificadas como SUBST-4 ¢ SUBST-5 (Fluxograma
8). O cromatograma da andlise da fracdo realizada em coluna semi-preparativa esta
apresentado na figura 26. Observa-se que houve uma boa reproducdo do método

desenvolvido em coluna analitica (figura 25) para coluna semi-preparativa.

2,75 SPD-10Avp -2 (210nm)
— C.r2T.C.fr 41b_(sob)(2) P_20_C

C.fr2T.C.fr 41b_(sob)(2)_P_20_C
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Figura 26: Cromatograma da fracao F (Fr145-149 (Sob) com fluxo de 3 mL/min. com detec¢do em 210 nm (coluna
semi-preparativa 250 x 10 mm da Phenomenex Luna Si 5 um 100 A).

6.4.1. Analise de pureza das substincias obtidas no CLAE semi-preparativo em
modo normal

Para verificar a pureza das substancias foi utilizado o mesmo método do
isolamento. Sendo a fase mével Hex/MTBE (80:20), usando coluna analitica.

O cromatograma da andlise de pureza dos picos coletados a partir do
fracionamento mencionado para a fracdo F (Fr145-149 (Sob)) encontra-se na figura 27,
onde se verifica que as substincias com boa pureza no comprimento de onda analisado

(210 nm).
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Figura 27: Cromatograma das substincias isoladas por CLAE em modo normal, com fluxo de 0,08 mL/min e
detecc@o em 210 nm. Legenda de cores: (----) SUBST-4; (----) SUBST-5.

6.5. Substancias isoladas por CLAE semi-preparativo com fracées do extrato DCM

(1* coleta) da espécie B. parinarioides

O estudo fitoquimico do extrato diclorometinico do litex do leite de amapa
extraido de Brosimum parinarioides possibilitou o isolamento de cinco substincias
descritos a seguir, com indica¢do de suas estruturas, c6digos, nomes , massa obtida,

pagina com descricdo do isolamento e pigina de discussdo da identificag@o estrutural.

Cédigo: SUBST-1
Nome: butirospermol
Massa: 6,5 mg
Isolamento: pag. 46

Identificagdo: pag. 71

Cédigo: SUBST-2

Nome: tirucalla-7,24-dien-3[3-
ol

Massa: 12,5 mg

Isolamento: pag. 46

Identificacdo: pag. 79
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Cédigo: SUBST-3
Nome: cicloartenol
Massa: 3,5 mg
Isolamento: pag. 46

Identificacdo: pag. 87

Cédigo: SUBST-4
Nome: cicloeucalenol
Massa: 31,1 mg
Isolamento: pag. 48

Identificagdo: pag. 95

Cédigo: SUBST-5
Nome: obtusifoliol
Massa: 26,0 mg
Isolamento: pag. 48

Identificacdo: pag. 104

Todos os espectros originais de Ressonincia Magnética Nuclear das substancias
isoladas encontram-se no ANEXO -1 A (pagina 148), e as ampliagdes encontram-se no

decorrer da discussdo dos resultados para um melhor entendimento.
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6.5.1. Identificacdo estrutural das substincias isoladas por CLAE da espécie
Brosimum parinarioides

6.5.1.1. SUBST-1

Figura 28: Estrutura da substancia SUBST-1 (butirospermol)

A substancia codificada como SUBST-1, isolada por CLAE semi-preparativo
(fluxograma 6) foi identificada através da andlise dos espectros de RMN lH, RMN C,
HSQC, HMBC, DEPT 135 e por EM.

O espectro de RMN de '"H em CDCl; da substincia apresentou 5 sinais na forma
de singletos na regido de & 0,744-0,970 (s) e um dubleto em 0,849 (3H, d, J=6,5 Hz)
referentes a hidrogénios dos grupos metilicos. Os singletos em 1,604 (3H, s, H-26) e
1,682 (3H, s, H-27) revelam a presenca de CHj3 ligados a carbono sp2 (Figura 29). A
desblindagem desses grupos metilicos pode ser explicada por dois fatores, efeito da

eletronegatividade atribuida a ligacdo dupla e ao efeito de anisotropia diamagnética.
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Figura 29: Ampliacdo do espectro de RMN 'H, na regido dos sinais referentes s metilas em singletos e dupletos 500
MHz para a SUBST-1.

Observaram-se também sinais em 6 5,253 (1H, dd, J=7,0; 3,0 Hz,) ¢ 6 5,102 (m,
1H) que sdo compativeis com deslocamento quimicos de hidrogénios olefinicos. Esses
sinais sdo relativos as posi¢des dos hidrogénios H-7 e H-24. A presenca do sinal em
3,242 (1H, dd, J=11,5; 4,0) refere-se ao H do carbono carbindlico metinico, na posi¢io
3. A figura 30 mostra as ampliacdes dos espectros com a regido dos sinais acima

descritos, destacando os respectivos valores de integracdo e a posi¢do na estrutura.



Normalized Intensity

73

—3.2
~-3.23

-—3.27
—3.26

0.99
| —
L R I R R R L I I L B L B L L L N R e R AR RN RN R
5.35 5.30 5.25 5.20 5.15 5.10 ¢ 3.35 3.30 3.25 3.20 3
Chemical Shift (ppm! Ch

Figura 30: Ampliacdo da regido dos hidrogénios olefinicos e hidrogénio do carbono carbindlico 500 MHz para a
SUBST-1.

O espectro de RMN de "*C mostrou a presenca de sinais em & 146,246 e &
131,278 atribuidos aos carbonos quaternérios C-8 e C-25 e 6 125,488 e & 118,142 em C-
7 e C-24 correspondentes as duplas ligacdes trissubstituidas. O sinal em & 79,623 foi
atribuido ao carbono carbindlico C-3 presente na estrutura (Figura 31). Esses sinais
foram confirmados pela auséncia (carbonos quaterndrios) ou presenca dos carbonos
metilicos (CH3), metilénicos (CH;) e metinicos (CH) na anélise de DEPT 135 (Figura
32).



0.404Fr_5_2 42 Carbon CBA.esp

0.35

o
)
a

o
o
(&2}

Normalized Intensity
o
n
o

0.10

0.05

160 155

—_————
; C8 ,_____\: Cc7
=== ' co4 4 ===’
- " I35
- )
© —s=== —
3 I co2s 1 & T
1 ) [te]
- - - - o
T
®
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95

Chemical Shift (ppm)

74

20 85 80

Figura 31: Ampliacdo do espectro de carbono na regido de carbonos quaterndrios e CH para a SUBST-1.
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Figura 32: Ampliacdo do espectro de DEPT 135 na regido de CH para a SUBST-1
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O mapa de correlacdo de HSQC (ANEXO -1 A, pagina 151) possibilitou a

definicdo das correlacdes dos hidrogénios ligados diretamente aos carbonos como
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mostra a Tabela 3. Ja a andlise de HMBC (ANEXO -1 A, pagina 152), pode ajudar de
forma mais eficaz na confirmagdo da posi¢do dos atomos pelas correlagdes entre
carbonos e hidrogénios a duas ou trés ligacdes (°J e *J) que essas andlises fornecem.

O mapa de contorno de HMBC mostrou correlagéo entre o sinal em 6 3,242 (1H,
dd, J=11,5; 4,0) atribuido ao hidrogénio H-3 com os sinais em 6 27,957 e & 15,074
conferidos aos carbonos C-29 e C-30 indicando a presenca das duas metilas em singleto
na posicdo 4 (Figura 33). O hidrogénio & 5,253 (1H, dd, J= 7,0; 3,0 Hz, H-7),
apresentou correlagdo com o carbono 6 49,275 (C-9). O hidrogénio com deslocamento
em 6 5,102 (1H, m, H-24) correlacionou com os sinais em ¢ 25,709; 6 18,014 e 6 26,075

dos carbonos C-23, C-26 e C-27, confirmando assim a parte da estrutura (Figura 34).

————
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- 60
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Figura 33: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (2,9-3,6) para a SUBST-1
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Figura 34: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (5,0-5,35) da para a substancia SUBST-1.

A posicdo das 8 metilas presentes na estrutura pode ser atribuida pelas
correlacdes com J, e J; obtidas no mapa de correlagio HMBC (tabela 3 ). Como por
exemplo, o sinal do hidrogénio da metila com & 0,805 (3H, s, H-18) apresentou
correlacdo com os carbonos em & 34,179 (C-12), 6 43,891(C-13) e 51,633 (C-14). O
hidrogénio da metila com & 0,744 (3H, s, H- 19) correlacionou com os carbonos &
37,559 (C-1); & 50,992 (C-5) e 6 35,296 (C-10). O hidrogénio em 6 0,849 (3H, d./=6,5
Hz, H-21) apresentou relacdo com os carbonos (C-17) 853,581 e (C-20) 6 36,142. Ja os
hidrogénios da metila 26 (61,604, 3H, s) correlacionaram com os carbonos em 6 26,075
(C-27), 8125,488 (C-24) e & 131,278 (C-25). Os hidrogénios da metila 27 (5 1,682,
3H,s) correlacionaram com os sinais de carbono 6 18,014 (C-26), 6125,488 (C-24) e &
131,278 (C-25). Os hidrogénios da metila com 6 0,970 (H-28) correlacionaram a 3J com
os carbonos em & 146, 246 (C-8) e 6 34,315 (C-15) e a J, com o carbono em 6 43,891
(C-13), ja o outro hidrogénio com deslocamento também em 0,970 (3H, s, H-29)
correlacionou com os sinais de carbono em 879,623 (C-3), 6 39,317 (C-4), 6 50,992 (C-
5) e & 15,074 (C-30) assim como os hidrogénios da metila (H-30, & 0,860, 3H,s)
correlacionaram com os sinais dos carbonos C-3, C-4, C-5 e C-29 com 6 79, 623, & 39,

317, 6 50,992 e 6 27,957 respectivamente, conforme a figura 35.
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Figura 35: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (0-1,8) para a substdncia BPL- SUBST-1.

Assim, a identificacdo da substincia foi baseada nas informagdes obtidas com os
espectros de RMN 'H, RMN"C, DEPT 135 e os dados das correlagdes obtidos por
HSQC e HMBC. Portanto, com todos esses dados aliados e comparados com dados
obtidos na literatura (TERESA et al., 1987, AKIHISA et al., 2010; FERRAZ, 2011)
pdde-se sugerir que a substincia trata-se de um triterpeno tipo eufano, o butirospermol

(Figura 28) e tabela 3.
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Tabela 3: valores de deslocamentos para 'H, 3C, DEPT 135, HSQC e HMBC, para a SUBST-1 (RMN 'H, 500
MHz, RMN 13C, 125 MHz, CDCl;) em comparacdo com os dados da literatura TERESA et al, 1987 (em CDCl; com
auséncia dos dados do aparelho).

Lit. RMN""C 58C S'H Lit.RMN 'H HMBE (3H—>C)
b (TER{EgSéA;)et al., SUBST-1 SUBST-1 (TER]ligséA;)et al., S[(HJ;-S;?-1
1 37,32 37,559 1,662 (1H)
1,130(1H)
2 27,81 28,052 1,647 (2H)
3 79,32 79,623 3,242 (dd, J=11,5; 4,0) 3,26 (1H) (m) C-29/C-30
4 39,03 39,317 -
5 50,77 50,992 1,300 (1H)
6 24,03 24,299 2,146(1H)
1,983 (1H)
7 117,88 118,142 5,253(dd, J=7,0; 3,0 Hz) Cc9
145,94 146,246 ;
9 49,05 49,275 2,190 (1H)
10 35,04 35,296 ;
1 18,23 18,498 1,513 (2H)
12 33,93 34,179 1,781 (1H)
1,624 (1H)
13 43,65 43,891 ;
14 5135 51,633 ;
15 34,05 34,315 1,459 (2H)
16 28,49 28,807 1,261 (1H)
1,923 (1H)
17 53,31 53,581 1,481 (1H)
18 13,17% 22,427 0,805 (3H) (s) 0,81(1H) (s) C-12/C-13/C-14
19 22,13% 13,451 0,744(3H) (s) 0.75 3H) (s) C-1/C-5/C-10
20 35,84 36,142 1,420 (1H)
21 18,63 18,934 0,849(3H) (d, J=6,5 Hz) 0,84GH) (d) C-17/C-20
2 35,28 35,523 1,59 (2H)
23 2542 25,709 2,031 (1H)
1,864 (1H)
24 125,22 125,488 5,102 (m) 5,10 (1H) (m) C-23/ C-26/C-27
25 130,89 131,278 ;
26 17,70 18,014 1,604 (3H) (s) 1,60 (3H) (s) C-27/C-24/C-25
27 25,73 26,075 1,6823H) (s) 1,68 3H) (d) C-26/C-24/C-25
27,67
28 27,664 0,9703H) (s) 0,97(3H) (s) C-8/C-13/C-15
29 27,37 27,957 0,9703H) (s) 0,973H) (s) C-3/C-4/C-5/C-30
30 14,77 15,074 0,860(3H) () 0,86 (3H) (s) C-3/C-4/C-5/C-29

P= posicio; * posicdes trocadas de acordo com as correlagdes de HMBC, obtidas neste trabalho.
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Para confirmacgéo da estrutura da substancia SUBST-1 foi realizada a andlise por
LC-MS para obten¢do do espectro de massas, conforme item 4.6.1. O espectro de
massas obtido no modo positivo por ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI)
mostrou o pico correspondente ao fon molecular em m/z 427,3913 (M”) (valor tedrico
m/z 427,3939) e um pico m/z 409,3845 (M“—HZO) (valor tedrico m/z 409,3834)
proveniente da perda, a partir do pico do fon molecular, de uma molécula de dgua. O
Espectro de massas encontra-se no ANEXO -2 C (pédgina 188), juntamente com os

cromatogramas obtidos por LC.

6.5.1.2. SUBST-2

Figura 36: Estrutura da substancia SUBST-2 (tirucalla-7, 24-dien-3f-ol).

A substancia SUBST-2 também foi identificada através das andlises de RMN
'H, RMN"C, HSQC, HMBC, DEPT 135 ¢ EM. Ao comparar os dados de RMN 'H
obtidos para a SUBST-2 com os da SUBST-1 verificou-se que as duas apresentaram
uma grande semelhanca, diferenciando apenas no deslocamento da metila da posi¢do 21
que apresentou um valor mais desblindado de 6 0,883. Tais informagdes associadas as
mesmas correlacdes obtidas por HMBC e a possibilidade de se obter uma substancia
com diferente configuracdo em comparagdo com dados da literatura (MORLACCHI et
al., 2009), permitiu sugerir que a SUBST-2 trata-se epimero do butirospermol,
conhecido por tirucalla-7,24-dien-3f-ol (figura 36).

O espectro de RMN de 'H em CDCl; para a SUBST-2, apresentou sinais na

forma de singletos referentes aos hidrogénios metilicos na regido de & 0,748-0,971 (s).
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Apresentou também dois singletos em 1,603 (3H, s, H-26) e 1,683 (3H, s, H-27) mais

desblindados por essas metilas estarem ligados a carbono olefinico (C-25).
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Figura 37: Ampliacdo do espectro de RMN 'H, na regido dos sinais referentes as metilas em singletos e dubletos 500
MHz para a SUBST-2.

O espectro de RMN'H também permitiu a visualizagdo de sinais em & 5,235 (H-
7) e 8 5,093 (H-24), caracteristicos de hidrogénios olefinicos e a presenca do sinal em
3,242 (H-3) relativo ao hidrogénio carbindlico. A figura 38 mostra a ampliacdo dos
espectros com a regido dos sinais acima descritos, destacando os respectivos valores de

integracdo e a posi¢ao na estrutura.
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Figura 38: Amplia¢do da regido dos hidrogénios olefinicos e hidrogénio do carbono carbinélico 500 MHz para a
SUBST-2.

De acordo com o evidenciado nos espectros de RMN de "°C e DEPT 135 para a
SUBST-2 foram observados os mesmos sinais da SUBST-1, sinais esses referentes aos
carbonos olefinicos em & 146,249 e & 131,264, atribuidos aos carbonos quaternarios C-8
e C-25 e sinais em & 125,573 e 6 118,157 dos carbonos C-7 e C-24, correspondentes as
duplas ligacdes trissubstituidas. O sinal em & 79,620 foi atribuido ao carbono
carbindlico C-3 presente na estrutura (Figura 39). A figura 40 mostra a regiao ampliada

dos carbonos olefinicos e carbono carbinélico no espectro de DEPT.
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SpinWorks 3: Rita_Fr5_3_44_46_DEPT135
& § 2
g 2
Tt Ak PR A n j TP A FTRPUPIRTGTTY o PR P
N A e A VI iy g
T T T T T T T T T T T
PPM 124 120 116 112 108 104 100 9% 92 76

Figura 40: Ampliacao do espectro de DEPT 135 na regido de CH para a SUBST-2.
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O mapa de correlagio de HSQC (ANEXO -1 A, pégina 148) mostrou as
correlacdes dos hidrogénios ligados diretamente aos carbonos como mostra a Tabela 4.
A andlise de HMBC para a SUBST-2 mostrou praticamente as mesmas correlacdes
observadas para a SUBST-1. Foi possivel observar correlacdo do hidrogénio 3 com &
3,243 (1H, dd, J=11,0; 4,25) com os carbonos C-29 e C-30 com sinais em & 27,961 ¢ &
15,074 o que confirma a presenca das duas metilas na posicdo 4 (Figura 41). O
hidrogénio 6 5,235 (1H, dd, J=6,5; 3,0 Hz, H-7), apresentou correlagdo com o carbono
C-9 com deslocamento em & 49,322. O hidrogénio com deslocamento em 6 5,093 (1H,
m, H-24) correlacionou com os sinais em o 17,985 e & 26,068 dos carbonos C-26 e C-27
(Figura 42).
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Figura 41: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (2,8-3,6) para a SUBST-2.
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Figura 42: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (4,7-5,5) para a SUBST-2.

A posigdo das 8 metilas presentes na estrutura foi confirmada pelas correlacdes a
?J ¢ °J obtidas pela andlise por HMBC (tabela 4). O sinal do hidrogénio da metila com 6
0,810 (3H, s, H-18) apresentou correlacio com os carbonos em 6 34,154 (C-12), &
43,880 (C-13) e 51,505 (C-14). O hidrogénio da metila com & 0,748 (3H, s, H- 19)
correlacionou com os carbonos 6 37,570 (C-1); 6 50,996 (C-5) e 6 35,293 (C-10).

O H-21 que aparece mais desblindado como mencionado anteriormente
apresentou correlacdo com os carbonos (C-17) & 53,307, (C-20) & 36,545 e (C-22) &
36,322, assim como a SUBST-1. A andlise do mapa de correlacio HMBC, também nos
forneceu correlagGes referentes aos hidrogénios das metilas 26 (61,603, 3H, s) e 27 (&
1,683, 3H,s) com os sinais de carbono & 26,068 (C-27) e o 17,985 (C-26)
respectivamente. E com os sinais de carbonos com 6125,573 (C-24) e & 131,264 (C-25).
O hidrogénio da metila com 6 0,971 (H-28) correlacionou a 3J com os carbonos em &
146, 249 (C-8) e 6 34,392 (C-15) e a 2J com o carbono em & 43,880 (C-13), ja o outro
hidrogénio com deslocamento também em 0,971 (3H, s, H-29) correlacionou com os
sinais de carbono em §79,620 (C-3), 6 39,317 (C-4), 6 50,996 (C-5) e & 15,074 (C-30)
assim como o hidrogénio da metila (H-30, & 0,861, 3H,s) correlacionou com os sinais
dos carbonos C-3, C-4, C-5 e C-29 com & 79, 620, o 39, 317, 6 50,996 ¢ & 27,961

respectivamente, conforme a figura 43.
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Figura 43: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (0-2,0) para a SUBST-2.

Os dados obtidos para a SUBST-2 encontram-se na tabela 4.

Tabela 4: valores de deslocamentos para 'Y, ¥C, DEPT 135, HSQC e HMBC, para SUBST-2. As analises de RMN
'H foram obtidos em 500 MHz e de RMN °C a 125 MHz, utilizando CDCls.em comparagio com a literatura
(MORLACCHI et al., 2009) em 800 MHz, CDCl;,

. 13 13 1 HMBC (H—C)
p e o°C o H Liter. RMN 'H 1)
(MORLACCHI o SUBST-2 (MORLACCHI et al., 2009) SUBST-2
et al., 2009)
1 3.7 37,57 1.146(1H) 1,143 (td, J=13 3: 4.0 Hz)
1.659(1H) 1,681 (dt, J=13.0;3.5 Hz)
1,598 (dddd, J=13,9; 13;11,8:
2 27,7 28.06 1,579 (2H) 391
3243 (dd, J=11,0: 3,245 (ddd, J= 11.6: 5.7: 4.0
8 79.3 79.62 425 i C-29/C-30
4 39 39,317 ;
5 50,6 50,996 1,315 (1H) 1,317 (dd, J=12,1:5.6 Hz)
6 23,9 24,302 2,130(1H) 2139 (ddddl’ ﬁ%&n’l; 29
1,964 (dddd, J= 17.8: 12.1: 2.9;
1,976 (1H) )
5,235 (dd, J=6.5; i
7 117.8 118,157 0 T 5256 (dt, J=4,3; 2,9 Hz) C-9
145.9 146,249 ]
48,9 49,322 2201 (IH) 2,203 (dtq, J= 13.4; 3,7; 2,8 Hz)
10 34,9 35,293 ;
1 18.1 18,483 1,517 (2H) 1,526 (m)
12 33.8 34,154 1,781 (1H) 1,782 (dd1, J= 14,2: 9.9 Hz)
1,619 (ddd, J= 12.4: 10,3: 8.8
1,633 (1H) )
13 435 43,88 ; ;
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14
15

16

17
18
19
20

21

22

23

24
25
26
27
28

29

30

51,1
34

28,2

52,9
21,9
13,1
36,2

18,3

36

25

125,2
130,9
25,7
17,6
27,26

27,6

14,72

51,505
34,392

28,569

53,307
22,255
13,466
36,545

18,685

36,322

25,372

125,573
131,264
17,985
26,068
27,664

27,961

15,074

1,450 (2H)
1,273(1H)
1,934 (1H)
1,474 (1H)
0,810 (s)
0,748(s)
1,387 (1H)

0,883 (d)
(J=6,5Hz)

1,413(1H)

1,045 (1H)
2,032 (1H)
1,865 (1H)
5,093 (m)

1,603 (s)
1,683 (s)
0,971 (s)

0,971 (s)

0,861 (s)

1,490 (m)
1,265(dddd, J=13,7; 11; 8,3; 2,5
Hz)

1,939 (dtd, 13,6; 9.4; 7,3 Hz)
1,472 (ql; J= 9 Hz)

0,809 (d, J= 0,7 Hz)
0,747 (d, J= 0,8 Hz)
1,372 (tdq, J=9,1; 6,5; 2,7 Hz)

0,882 (d, J= 6,4 Hz)

1,433 (dddd, J=13,7; 10; 8,9; 5
Hz)
1,033 (dddd, 13,7; 10; 8,9; 5,0
Hz)
2,039 (m)

1,859 (dq, J=14,8)
5,099 t de sept J=7,1; 1,4 Hz)
1,684 (J=qd 14,8)

1,604 (m)

0,968 (d, J=1,2)

0,971 (d, J=0,4 Hz)

0,861 (s)

C-12/C-13/C-14
C-1/C-5/C-10

C-20/C-22

C-26/C-27

C-24/C-25/C-27
C-24/C-25/C-26
C-8/C-13/C-15

C-3/C-4/C-5/C-30

C-3/C-4/C-5/C-29

P= posi¢iio *posicio pode estar trocada.

O espectro de massas para a SUBST-2 apresentou o pico correspondente ao ion

molecular em m/z 427,3918 (M“), (valor tedrico m/z 427,3939) e um pico com m/z
409,3857 (M+1—H20), (valor tedrico m/z 409,3834) proveniente da perda, de uma

molécula de 4gua, a partir do fon molecular. O Espectro de massas encontra-se no

ANEXO -2 C (pdgina 148).
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6.5.1.3. SUBST-3

H3C CH3

30 29

Figura 44: Estrutura da substancia SUBST-3 (cicloartenol).

A substancia codificada como SUBST-3 teve sua identificagdo estrutural
realizada através de dados de espectro de RMNlH, RMNB’C, HSQC, HMBC, em
comparagdo com os dados disponiveis na literatura (TERESA et al., 1987; KHUONG et
al., 1975), que sugeriu tratar de um triterpeno tipo cicloartano, o cicloartenol (Figura
44). Os deslocamentos quimicos estdo listados na tabela 5.

O espectro de RMN '"H apresentou um dubleto em 6 0,886 (1H, d, /=7,0 Hz, H-
21) e cinco singletos em & 0,970 (6H), & 0,893 (3H), & 0,811 (3H), & 1,685 (3H) e &
1,606 (3H), atribuidos aos hidrogénios de grupos metilicos (Figura 45). Apresentou
também sinais de dois dubletos blindados, em & 0,331 (1H, d, /=4,0 Hz, H-19) e &
0,558 (1H, d, J=4,5 Hz, H-19), caracteristicos de hidrogénios metilénicos de

ciclopropano (Figura 46).
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Figura 45: Ampliacio do espectro de RMN 'H, na regido dos sinais referentes as metilas em singletos e dubletos 500
MHz para a SUBST-3.
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Figura 46: Ampliacio do espectro de RMN 'H, na regido dos sinais referentes aos hidrogénios
metilénicos do ciclopropano, em 500 MHz para a SUBST-3.
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Observou-se sinal referente a um duplo dubleto, ndo muito resolvido com
deslocamento em o 3,294 (1H, dd, J=11,5, 4,25 Hz) referente ao hidrogénio H-3 em
carbono carbindlico. A constante de acoplamento para este sinal sugeriu a posicdo 3
para a hidroxila, assim o H-3 apresentou configuracdo a-axial (OH- B-equatorial)
conforme descrito por Silva et al., 2005. O sinal em 6 5,102 (m) € relativo ao hidrogénio

olefinico em H-24. A figura 47 mostra a regido ampliada do espectro para esses sinais.
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z ]
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2 ]
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= ]
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] &8
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- [ee}
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Figura 47: Ampliag¢do da regido dos hidrogénios olefinicos e hidrogénio do carbono carbindlico 500 MHz para a
SUBST-3.

O espectro de RMN "°C apresentou trinta sinais, entre eles de um carbono
carbindlico com 6 79,209 (C-3) e dois sinais em & 131,242 (C-25) e & 125,624 (C-24)

referentes aos carbonos olefinicos (Figura 48).
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Figura 48: Ampliacdo do espectro de carbono na regido de carbonos quaterndrios e carbono carbindlico
para a SUBST-3.

Pelo mapa de correlagio HSQC (ANEXO -1 A, pagina 156), pode-se atribuir os
hidrogénios ligados diretamente aos carbonos ('1), tendo como ponto principal os
hidrogénios ligados aos carbonos metilicos e ainda os dois hidrogénios em dubletos

ligado ao carbono metilé€nico do anel ciclopropano H-19, Figura 49.
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Figura 49: Amplia¢do do mapa de contorno HMBC, regido H (0,1- 0,65) para a SUBST-3.

O espectro de RMN °C para a SUBST-3, ji havia mostrado a presenga de dois
carbonos olefinicos com deslocamentos bem parecidos com os encontrados para a
substancia SUBST-1 e SUBST-2, o que sugeria a posi¢do da dupla ligagdo no carbono

24. Essa possibilidade foi confirmada pelos dados obtidos no mapa de contorno de
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HMBC (ANEXO -1 A, pagina 157) que apresentou praticamente as mesmas
correlagdes. O sinal do hidrogénio em & 5,102 (H-24, m) correlacionou com os carbonos
0 26,368 (C-26) e 6 17,985 (C-27) (Figura 50). Verificou-se também que o hidrogénio
carbindlico H-3 com 6 3,294 (1H, dd, J=11,5, 4,25 Hz) apresentou correlacdo com o
sinal em 6 14,352 correspondente ao carbono metilico C-30 indicando assim a presenca
da metila na posic¢ao 4 (Figura 51). Assim como a posicdo da metila 29 no carbono 4 foi
confirmada pela correlagdo entre o hidrogénio (H-30, 6 0,810, s) com o carbono em &
26,068 (C-29) correspondente a essa metila. A figura 52 mostra a correlacdo

confirmando a posi¢do da metila C-29 no carbono (C-4).

————
1 1
. H-24 h
16
=== b=
E
| -
c27 | = 18 g
20 £
w
2§
5
an
_ 26 L
TP P T T T T e
530 525 520 515 510 505 500 495 490 4585 480 475
F2 Chemical Shift (ppm)
Figura 50: Ampliagdo do mapa de contorno HMBC, regido H (4,75-5,30) para a SUBST-3.
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Figura 51: Ampliagdo do mapa de contorno HMBC, regido H (2,85-3,40) para a SUBST-3.
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Figura 52: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (0,55- 1,10) para SUBST-3.

A andlise do mapa de contorno HMBC também forneceu dados para atribuir a
posicao das outras 4 metilas presentes na estrutura, também pelas correlagcdes a Jel,
conforme os dados da tabela 5.

O hidrogénio da metila com 6 0,893 (3H, s, H-18) apresentou correlacdo com os
carbonos em 6 43,891(C-13), 51,633 (C-14) e 6 52,655 (C-17). O hidrogénio em &
0,886 (3H, d,/J=7,0 Hz, H-21) apresentou relacdo com os carbonos (C-17) 852,655, (C-
20) 6 36,237 e (C-22) & 36,714. Ja os hidrogénios das metilas 26 (61,606, 3H, s) e 27 (&
1,685, 3H,s) correlacionaram com os sinais de carbono 6 17,985 (C-27) e 6 26,368 (C-
26) respectivamente e ainda com os sinais de carbonos com 125,624 (C-24) e &
131,242 (C-25). O hidrogénio da metila com 6 0,970 (H-28) correlacionou a 3J com os
carbonos em & 48,330 (C-8) e & 45,653(C-13) e a *J com o carbono em & 49,165 (C-14),
jé o outro hidrogénio com deslocamento também em 0,970 (3H, s, H-29) correlacionou
com os sinais de carbono em & 79,209 (C-3), 6 40,844 (C-4), 6 47,480 (C-5) e 6 14,352
(C-30) assim como o hidrogénio da metila (H-30, & 0,810, 3H,s) correlacionou com os
sinais dos carbonos C-3, C-4, C-5 e C-29 com 6 79, 209, 6 40,844, 6 47,480 e 6 26,068
respectivamente, conforme a figura 53. Os hidrogénios H-19 do ciclopropano com 6
0,558 (1H, d, J=4,0) e 6 0,331(1H, d, J=4,5) correlacionaram com os carbonos é 32,326
(C-1); 6 20,373 (C-9) e 6 26,448 (C-10) e 5 25,793 (C-11) (Figura 54).
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Figura 53: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (0-1,8) para a SUBST-3.
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Figura 54: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (0,2-0,6) para a SUBST-3.
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Tabela 5: valores de deslocamentos para RMN 'H, BC, DEPT 135, HSQC e HMBC, para a SUBST-3. (RMN H,
500 MHz, RMN 13C, 125 MHz, CDCl;) em comparagdo com os dados da literatura TERESA et al., 1987 ( em CDCl;,
com auséncia dos dados do aparelho).

Lit.RMN °C 5C oH Lit. RMN'H HMBC (H—C)(’J-T)
P (TERESA eral., 1987) SUBST-3 SUBST-3 (TERESA et al., 1987) SUBST-3
1 32,07 32,326 1,267(2H)(m)*
2 30.47 30,755 1,261(2H)(m)*
3 78,86 79,209 3,294 (dd, J=11,5, 4,25 Hz) 3,28(1H) (m) C-30
4 40,55 40,844 _
5 4722 47,480 1,317 (1H) (m)*
6 21,18 21,475 1,584 (2H) (m)*
7 28,19 28,496 1,291 (1H) (m)*
1,904 (1H) (m)*
48,00 48,330 1,512 (1H) (m)*
9 20,1 20,373 -
10 26,22 26,448 -
11 26,09 25,793 2,043 (2H) (m)*
12 35,59 33,264 1,624 (2H) (m)*
13 45,39 45,653 -
14 48,88 49,165 B
15 33,02 35,941 1,322 (2H) (m)*
16 26,6 26,851 1,980 (2H) (m)*
17 52,39 52,655 1,569 (1H) (m)*
18 18,07 19,662 0,893 (3H)(s) C-13/C-14/C-17
19 29,91 30,246 0,558 (1H) (d)(J=4,0 Hz) 0,55(1H) (d) C-1/ C-9/C-10/C-11
0,331 (1H) (d)(J=4,5 Hz) 0,33(1H) (d) C-1/ C-9/C-10/C-11
20 35,95 36,237 1,509 (1H) (m)*
21 18,33 18,373 0,886 (d) (J=7,0 Hz) 0,88 (3H) (d) C-17/ C-20/C-22
2 36,45 36,714 1,040 (2H) (m)*
23 25,03 25,306 1,880 (2H) (m)*
24 125,36 125,624 5,102 (1H) (m)* 5,10 (1H) (t) C-26/C-27
25 130,79 131,242 -
26 17,68¢ 26,368 1,606 (s) 1,60(3H) br (s) C-24/C-25/C-27
27 25,760 17,985 1,685 (s) 1,68(3H) (s) C-24/C-25/C-26
28 19,38 18,593 0,970 (s) 0,89(3H) (s) C-8/C-13/C-14
29 14,04% 26,068 0,970 (s) 0,96(3H) (s) C-3/C-4/C-5/C-30
30 25,52+ 14,352 0,810 (s) 0,81(3H) (s) C-3/C-4/C-5/C-29

*ndo é possivel distinguir; ° Posi¢do pode estar trocada; ¥ Posigdo trocada, confirmada pela analise de HMBC obtida

para a SUBST-3, conforme os dados da tabela.

O Espectro de massas (ANEXO -2 A, pagina 181) também apresentou o pico

m/z 427,3925 (M*l) (valor tedrico m/z 427,3939) correspondente ao ion molecular e o
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pico intenso do fon m/z 409, 3824 (M+1—H20) (valor tedrico m/z 409,3834) corresponde

a perda de uma molécula de 4dgua.

6.5.1.4. SUBST-4

29

Figura 55: Estrutura da substancia SUBST-4 (cicloeucalenol).

A substéncia codificada como SUBST-4 (Figura 55) foi identificada por anélise
de RMN'H, RMN "“C, DEPT 135°, HMBC, HSQC e¢ EM. O espectro de massas
apresentou dois picos intensos, sendo o pico m/z 427,3954 (M*"), correspondente ao fon
molecular (valor tedrico m/z 427,3939) e o pico com m/z 409,3838 (M+1—H20)
correspondente a perda de uma molécula de dgua (valor tedrico m/z 409,3834)
(ANEXO -2 A, pdgina 182).

O espectro de RMN "H mostraram sinais em: & 4,714 (s, 1) e 8 4,661 (d, J=1,5)
caracteristicos de hidrogénios de dupla terminal; sinal em 6 3,210 (m), caracteristico de
H carbindélico (Figura 56); dois dubletos em 6 0,140 (d, J=3,5) e 6 0,387 (d, J= 3,5) ao
qual foi atribuido ao H-19, referentes a hidrogé€nios metilénicos de anel ciclopropano, de

triterpeno da série cicloartano (Figura 57).
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Figura 56: Amplia¢do da regido dos hidrogénios olefinicos e hidrogénio do carbono carbinélico 500 MHz para a
SUBST-4.
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Figura 57: Ampliagdo do espectro de RMN 'H, na regido dos sinais referentes aos hidrogénios metilénicos do
ciclopropano, em 500 MHz para a SUBST-4.

O espectro de RMN 'H apresentou seis sinais referentes aos carbonos metilicos,
sendo que cinco desses sinais apresentaram-se em dupleto com & 0,896 (3H, d, J=6,5

Hz, H-21), 61,019 (3H, d, J=2,5 Hz, H-26), 61,033 (3H, d, /=2,5 Hz, H-27), § 0,979



97

(3H, d, J=6,5 Hz, H-29) e o 0,894 (3H, s, H-30) e ainda um sinal em simpleto em &
0,970 (3H, s, H-18), atribuidos aos hidrogénios das metilas (Figura 58).
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Figura 58: : Ampliacio do espectro de RMN "H, na regidio dos sinais referentes as metilas em singletos e dubletos
500 MHz para a SUBST-4.

O espectro de RMN"C mostrou sinais de referente 2 presenga de carbono
carbindlico em 6 76,928 (C-3), de carbonos olefinicos em & 157, 261 e 6106, 288 os
quais foram atribuidos, respectivamente, a C-24 e C-28 (Figura 59). Esses dados de
RMN ", juntamente com os dados da andlise de DEPT 135° puderam confirmar que a
estrutura apresenta cinco carbonos quaterndrios (ausentes em DEPT), seis carbonos
metilicos (CH3), doze carbonos metilénicos (CH,) e sete carbonos metinicos (CH),
sendo apresentado na figura 60 a regido ampliada em DEPT do carbono olefinico e

carbono carbindlico.
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Figura 59: Ampliacdo do espectro de carbono na regido de carbonos quaterndrios e olefinicos para a SUBST-4.
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Figura 60: Ampliacdo do espectro de DEPT 135 na regido de CH e CH, para a SUBST-4.
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A atribui¢do dos hidrogénios ligados diretamente aos carbonos ('J) foi dada pela
andlise de HSQC (ANEXO -1 A, pagina 165). Assim, foi possivel atribuir os
hidrogénios ligados aos carbonos metilicos e ainda os dois hidrogénios em dubletos
ligados ao carbono metilénico do anel ciclopropano (H-19). A Figura 61 mostra a

correlacdo dos dois dubletos blindados referente aos hidrogénios do ciclopropano com o

carbono 19.
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=28
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Figura 61: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (0- 0,55) para a SUBST-4.

As posicoes dessas metilas e do anel ciclopropano foram confirmadas pelos
dados obtidos das andlises no mapa de contorno HMBC (ANEXO -1 A, pdgina 166),
que fornece as informacdes dos hidrogénios ligados aos carbonos a duas (}J) e trés
ligacdes (I, conforme a tabela 6.

Pelo mapa de correlacio HMBC, pode-se atribuir a posi¢do da ligacdo dupla nos
carbonos C-24 e C-25 pelas correlagdes dos hidrogénios (H-28) em 6 4, 714 (1H, s) e &
4,661 (1H, d J= 1,5 Hz) que correlacionaram com os carbonos 6 31,667 (C-23) e &
34,161 (C-25), respectivamente (figura 62). Verificou-se também que o hidrogénio
carbindlico H-3 com 6 3,294 (1H, dd, J=11,5, 4,25 Hz) ndo apresentou correlacio
impossibilitando a confirmacgdo da metila 29 no carbono 4 (C- 4), porém, essa posicao
foi confirmada pela correlagdo entre o hidrogénio (H-29, ¢ 0,979, d, J=6,5Hz ) com o
carbono em § 76,928 (C-3) correspondente ao carbono carbindlico. A figura 63 mostra a

correlacdo confirmando a posi¢do da metila 29 no carbono (C-4).
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Figura 62: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (4,40- 4,90) para a SUBST-4.
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Figura 63: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (0,70- 1,25) para a SUBST-4.

As posicdes das outras metilas foram obtidas pelas correlagdes entres os sinais
de hidrogénio em ¢ 0,970 (3H, s, H-18) que apresentou correlacdo com os carbonos em
0 33,238 (C-12), 6 45,704 (C-13), 6 49,256 (C-14) e 6 52,560 (C-17). O hidrogénio em
6 0,898 (3H, d,/=4,7 Hz, H-21) apresentou relagdo com os carbonos (C-17) & 52,560,
carbono (C-20) 6 36,475 e carbono (C-22) com 6 35,373. Ja os hidrogénios das metilas
26 (61,019, 3H, d, J= 2,5 Hz) e 27 (6 1,033, 3H,d, J= 2,5 Hz ) correlacionaram com 0s
sinais de carbono 6 22,219 (C-27) e 6 22,343 (C-26) respectivamente e ainda com 0s
sinais de carbonos em 6157,261 (C-24) e & 34,161 (C-25). O hidrogénio da metila com
0 0,894 (H-30) correlacionou a 3J com os carbonos em & 47,209 (C-8) e 645,704 (C-13)
e a *J com o carbono em & 49,256 (C-14), conforme a figura 64. O hidrogénio H-19 do
ciclopropano com 6 0,387 (1H, d, J=3,5) correlacionou com os carbonos ¢ 31,143 (C-

1); 343,683 (C-5) e 6 47,209 (C-8) e 6 27,327 (C-11) e o hidrogénio em 6 0,140 (1H, d,

F1 Chemical Shift (ppm)
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J=3,5) correlacionou com os carbonos 6 31,143 (C-1); 6 43,683 (C-5), 6 47,209 (C-8), &

23,900 (C-9) e 6 27,327 (C-11), conforme mostra a Figura 65.
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Figura 64: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (-0,5- 1,5) para a SUBST-4.
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Figura 65: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (0,05- 0,45) para a SUBST-4.
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A andlise dos dados obtidos em comparacdo com dados da literatura (KIKUCHI

et al., 1986) permitiu identificar SUBST-4 como um triterpeno de esqueleto cicloartano

denominado cicloeucalenol. A confirmacao foi obtida de forma mais satisfatéria quando

as correlagdes obtidas por HSQC, HMBC mostraram claramente as correlagdes

esperadas para a estrutura proposta. Os dados encontram-se na tabela 6.
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Tabela 6: valores de deslocamentos para 'H, 3C, DEPT 135, HSQC e HMBC, para a SUBST-4 (RMN 'H, 500
MHz, RMN 13C, 125 MHz, CDCl3) em comparacdo com os dados da literatura KIKUCHI et al., 1986 ( em CDCl;,

400 MHz).
p (LKitI'II({II\J/Ié\IHIISSI RMN “C SH Lit. RMN'H I;II\Q[BC (H—C)
al.. 1986) SUBST-4 SUBST-4 (KIKUCHI et al., 1986) (*J-*1) SUBST-4
1 30,88 31.143 1,543 (1H) 1,550
1,269 (1H) 1,283
2 34,90 35.164 1,988 (2H) 1,983
1,423
3 76,64 76.928 3,210 (1H) (m) a jfgé(‘;di) 5)
4 44,69 44.942 1,176 (1H) 1,16
5 43,43 43.686 1,187 (1H) 1,206
6 24,73 25.013 1,664 (1H) 1,678
0,598 (1H) qd (&518257 5‘?‘13)
7 25,22 25.507 1,313 (1H) 1,055
1,072 (1H) 1,309
46,90 47.209 1,569 (1H) 1,583
9 23,64 23.900
10 29,65 29.884
11 27,08 27.327 1,205 (1H) 1,204 C-8/C-9/C-12/C-13/C-19
1,958 (1H) 1,969 C-9/C-10/C-12/C-19
12 32,99 33.238 1,622 (2H) 1,624 C-9/C-11/C-18
13 45,45 45.704
14 49,00 49.256
15 35,42 35.692 1,289 (2H) 1,30 C-16
16 28,18 28.455 1,919 (1H) 1,92 C-15
1,296 (1H) 1,30
17 52,31 52.560 1,605 (1H) 1,62
18 17,84 18.124 0,970 (3H) (s) 0,970 (s) C-12/C-13/C-14/C-17
19 27,28 27.576 0’(3103(’;}1}%;)‘1) (01’211%1({‘?) C-1/C-5/C-8/C-9/C-11
Y s
20 36,21 36,475 1,403 (1H) 1,40
21 18,42 18,688 0’%9:6 6(,351325(1) 0,898 (}‘Iii)az 6.3 C-17/C-20/C-22
22 35,13 35,373 1,579 (1H) 1,577
1,130 (1H) 1,139
23 31,41 31,667 2,123 (1H) 2,124 C-24
1,888 (1H) 1,890 C-24/C-28
24 156,89 157,261
28 106,05 106,288 4,714 (1H) 4,714 C-23/C-25
4,661 (1H)

(d)J=1,5Hz)

4,662 (d) (J= 1Hz) C-23/C-25
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25 3390 34,161 2.234 (1H) sept 2,233 sept C-23/C-24/C-26/C-27/C-28
26 22,06 22,343 ( dl)’%f S;gz) ( ;;0%60 (1(12) C-24/C-25/C-27

27 21,94 22219 1’?1323 2(,351351) (}’:02’1732) C-24/C-25/C-26

29 1446 14,737 0’?1729 éé}gzgd) (?;93%;2) C-3/C-4/C-5

30 1921 19,479 0,894 (3H) (s) 0,893 (s) C-8/C-13/C-14/C-17

6.5.1.5. SUBST-5

CHy
29

Figura 66: Estrutura da substincia SUBST-5 (obtusifoliol)

No espectro de RMN'H, observaram-se 4 sinais caracteristicos de hidrogénios
metilicos em dubletos com 6 0,929 (d, J= 6,0Hz, H-21, 3H); 6 1,034 (d, J=3,0 Hz, H-26,
3H); 6 1,020 (d, J=3,0 Hz, H-27,3H); 6 0,995 (d, J= 6,5Hz, H-29,3H) e trés sinais em
singleto referente as metilas nas posicdes 18, 19 e 30 com & 0,712 (3H, s); 6 0,970 (3H,
s) e 0 0,888 (3H, s), respectivamente (Figura 67). O sinal com 6 3,098 (ddd) (1H)
(J= 10,10,5Hz) indicou a presenca de um hidrogénio em carbono carbindlico (H-3).
Observou-se também os sinais em 6 4,715 (s) e 6 4,662 referentes aos dois hidrogénios
da ligacdo dupla terminal, o que evidencia que as substincias SUBST-4 e SUBST-5

apresentam a mesma cadeia lateral (Figura 68).
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Figura 67: Ampliacio do espectro de RMN 'H, na regido dos sinais referentes s metilas em singletos e dubletos a
500 MHz (em CDCl;) para a SUBST-5.
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Figura 68: Ampliacdo da regido dos hidrogénios olefinicos e hidrogénio do carbono carbinélico 500 MHz (em
CDCl;) para a SUBST-5.
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O espectro de RMN 13C, apresentou 30 sinais de carbonos, dentre eles sinais
referentes a carbonos olefinicos em & 157,265 (C-24); & 106,295 (C-28); & 135 010 (C-
8); 6133 970 (C-9) e ainda um sinal de carbono carbindlico com 6 76,902 (C-3) (Figura
69).
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Figura 69: Ampliacdo do espectro de carbono na regido de carbonos quaterndrios e CH para a substincia SUBST-S5.

Os dados da correlacdo de HSQC e HMBC (ANEXO -1 A, pagina 169 e 170)
encontram-se na tabela 7. Pelo mapa HMBC observaram-se as correlagdes dos
hidrogénios olefinicos (H-28) com 6 4,715 (1H) (s) e 6 4,662 (1H, d, J=1 Hz) com os
carbonos C-23 (6 31,656), C-25 (6 34,172) e C-24 (8157,265) e (Figura 70 e 71), bem
como os dos hidrogénios metilicos do C-27 com C-24, C-25, C-26 e os hidrogénios

metilicos do C-26 com C-24, C-25, C-27 (Figura 72 e 73).
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Figura 70: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (4,4- 5,5) para a SUBST-5.
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Figura 71: Ampliacao do mapa de contorno HMBC, regido H (4,4- 5,0) para a SUBST-5.
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F1 Chemical Shift (ppm)

Observaram-se também as correlacdes dos hidrogénios (H-29) 60,995 (3H, d, J=
6,5) com os carbonos C-4 (6 39,585), C-5 (6 47,429) e C-3 (3 76,902), o que confirma a

posicdo da metila no carbono C-4, assim como a posicdo das outras metilas pelas

seguintes correlacdes: H-19 com & 0,970 (s) correlacionou com os carbonos C-1 (d
35,355); C-5 (8 47,429); C-9 (5 133,970) e C-10 (6 36,699); H-21 com & 0,929 (3H, d,
J=6,0) com os carbonos C-17 (6 50,769); C-20 (5 36,845) e C-22 (6 35,384); H-30 com
0 0,888 (s) com os carbonos C-8 (6 135,010), C-13 (5 44,891), C-14 (6 50,220) e C-15
(6 31,140), bem como o H-18 com & 0,712 (s) com os carbonos C-13 (6 44,891) e C-14

(6 50,220) (Figuram 72 e 73 ).
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Figura 72: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (0- 1,5) para a SUBST-5.
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Figura 73: Ampliacdo do mapa de contorno HMBC, regido H (0- 1,5) para a SUBST-5.

Tabela 7: valores de deslocamentos para 'H, '*C, DEPT 135, HSQC e HMBC, para a SUBST-5. (RMN 'H, 500
MHz, RMN C, 125 MHz, CDCl;) em comparacdo com os dados da literatura TERESA et al., 1987 ( em CDCl;,
com auséncia dos dados do aparelho).

F1 Chemical Shift (ppm)

F1 Chemical Shift (ppm)

RMN "°C Lit. RMN'H
P (TERESA etal,1987) RMN "C SH (TERESA et al., 1987) HMBC (H—C) (Jo-J3)
1 33,05 35,355 (CH2) 1,780 (1H)
1,221 (1H)
2 31,26 31,433(CH2) 1,718(1H)
1,485(1H)
3 76,61 76902 (CH) 3,098 (1H) (m) (3J ifoflf(l))’ (Sdg‘;))
4 39,32 39,585 (CH) 1,312 (1H)
5 47,19 47,429 (CH) 0,950(1H)
6 20,81 21,080 (CH2) 1,268 (2H)

1,754 (1H)
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10
11

12

13
14
15

16
17
18
19
20

21
22

23

24
25

26

27
28

29
30

28,24

133,73*
134,77
36,43
21,85

25,64

44,65
49,96
31,39

31,19
50,52
15,81
18,79
36,55

18,26
35,14

30,87

156,94
33,91

21,92

22,05
106.03

15.11
24.30

28,543 (CH2)

135,010 (C)
133,970 (C)
36,699 (C)

22,120 CH2)

25,910(CH2)

44,891 (C)
50,220 (C)
31,140(CH2)

31,524 (CH2)
50,769 (CH)
16,088(CH3)
18,567 (CH3)
36,845 (CH)

19,084 (CH3)
35,384 (CH2)

31,656 (CH2)

157,265 (C)
34,1729 (CH)

22,347 (CH3)

22,215 (CH3)
106,295 (CH2)

15,411 (CH3)
24,782 (CH3)

1,943 (1H)
1,924 (1H)

2,058 (1H)
2,023 (1H)
2,008 (1H)
1,970 (1H)

1,595 (1H)
1,183 (1H)
1,844 (2H)
1,512 (1H)
0,712 (3H) (s)
0,970 (3H) (s)
1,457 (1H)
0,929 (3H) (d)
(J= 6,0Hz)
1,561 (1H)
1,219 (1H)
2,117 (1H)
1,887 (1H)

2,234 (1H) sept
1,034 (3H) (d)
(J=3,0 Hz)
1,020 (3H)(d)
(J=3,0 Hz)
4,715 (1H) (s)
4,662 (1H) (d)
(J=1 Hz)
0,995 (3H) (d)
(J=6,5Hz)
0,888 (3H) (s)

0,73 (1H) (s)
0,99 (1H) (s)

1,01 3H) (d)
(J=6,8Hz)

1,05(3H) (d)
(J= 6,8Hz)
1.05 (3H) (d)
(J= 6,8Hz)
4,78 (br's)

4,68 (br s)

0.95 (3H)(d)
(J=6,1Hz)
0.91 (3H)(s)

C-13/C-14
C-1/C-5/C-9/C-10

C-17/C-20/C-22

C-23/C-24/C-26/C-28

C-24/C-25/C-27
C-24/C-25/C-26
C-23/C-25
C-23/C-25
C-3/C-4/C-5
C-8/C-13/C-14/C-15

Através da andlise dos dados obtidos em comparacdo os dados espectrais

descritos por TERESA et al., 1987 foi possivel confirmar a estrutura proposta, para sua

SUBST-5, como sendo o triterpeno obtusifoliol. Essa proposta foi confirmada pela

andlise de EM por APCI em modo positivo apresentando pico do fon molecular m/z

427,3896 como era esperado (M*l) (valor tedrico m/z 427,3939) (ANEXO -2 A, pagina

183).



109

6.6. Identificacao complementar (CG-EM e EM-APCI) dos padroes isolados de P.
amapa e B. parinarioides em trabalhos anteriores

HyC” CHg

R;= CHj; R,=H ac. de a-amirina

R= ac- ac. de lupeol o
Ri=H; R,= CHj ac. de B-amirina

Mistura de triterpenos acetilados
(ac. B e o- amirina e ac. lupeol) (MIST-2)

H30 /"". H3C ‘",

CHs
OH O
HSC\(\/)J\/U\O )
n H,C' CHs
Mistura de ésteres ndo hidroxilados lupeol Mistura de ésteres hidroxilados de lupeol
MIST-1 MIST-3

Figura 74: Estruturas das substincias isoladas anteriormente de P.amapa .

As substincias isoladas anteriormente de P. amapa (Figura 74) foram
identificadas por espectros de RMN 'H, RMN "C (ANEXO -1 B, pagina 171) (Salles et
al., 2009). E a fim de confirmar as identificacdes dessas substancias que seriam
utilizadas como padrdes neste trabalho e com a finalidade de determinar a cadeia lateral
dos ésteres de lupeol, foram entdo, realizadas andlises por EM com fonte APCI e

andlises por CG-EM.
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A mistura de triterpenos acetilados (MIST-2) também foi analisada por CG- EM
para confirmar a presenca dos trés triterpenos acetilados verificados através dos dados
de RMN 'H e principalmente de RMN *C. A andlise do perfil (Figura 75) mostra a
presenga de trés componentes majoritirios na mistura, sendo o componente com tempo
de retencdo de 32,168 minutos e drea de 54,60 % equivalente ao acetato de f-amirina, o
componente com tempo de retencdo de 34,583 e drea de 27,21 % correspondente ao
acetato de o-amirina e o terceiro componente sendo o acetato de lupeol com tempo de

retencdo de 34,961 min. e area de 5,98 %.

Chromatogram C:\Amostras GCMS\Rita Cynara\Amostra_9 B.qgd
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1,350,138 ©
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¥
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3H 8
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10.0 20.0 30.0 40.0 500 550

min

Figura 75: Cromatograma de CG da mistura de triterpenos acetilados isolados de P. amapa (MIST-2).

Assim, pela andlise dos espectros de massas obtidos para MIST-2 (ANEXO —
3 A, pagina 189) e a consulta as bibliotecas de espectros disponiveis no equipamento
(NIST, Wiley e a biblioteca criada pelo Laboratério de Pesquisa (NPPNS - Nicleo de
Pesquisa em Produtos Naturais e sintese), mostrou ser a mistura de triterpenos esperada,
com IS 95% para o acetato de B-amirina, IS 96 % para o acetato de a-amirina e IS 88%
para o acetato de lupeol.

Os espectros de massas para o acetato de P-amirina e para o acetato de a-
amirina, mostraram o mesmo padrdo de fragmentacdes com picos mais abundantes em
m/z 218, m/z 203 e m/z 189 (ANEXO- 3 A, pagina 189 e 190), que sdo compativeis
com fragmentacdes caracteristicas dos triterpenos pentaciclicos (Figura 76, tabela 8).
Para triterpenos que possuem uma instauracdo na posicdo C-12 a fragmentacdo mais
caracteristica ocorre via uma reagao Retro- Diels-Alder no anel C, padrdo para as séries

ursano e oleanano, com sinal de fragmentacio m/z 218 (MATHE & CULIOLI, 2004).
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m/z
CHg CH3
H,C=—=, H,C=,
HoC-
CHg CHz
H,C HZC+
m/z m/z

Figura 76: Fragmentacdes caracteristicas de triterpenos.

Tabela 8: Fragmentagdes caracteri!

sticas de alguns triterpenos

Triterpenos

Fragmentaciao (m/z)

o-amirina

Acetato de o —amirina
Acetato 3 —amirina

B —amirina

O- amirina
Lupeol

Acetato de lupeila
Germanicol
Acetato de
Germanicol

426 (M+), 218 (100%), 207, 203, 189

468 (M), 408;,365, 249, 218 (100%), 203, 189

468 (M), 408;, 365, 249, 218 (100%), 203, 189

426 (M+);218 (100%), 207; 203; 189

426 (M+);411; 408; 229; 218, 205; 189; 109 (100%);
95

426 (M+),234,219;207;189(100%);135;121;107

468 (M+), 408,365, 218, 189 (100%)

426 (M+); 408;393;231; 218, 204 (100%); 189; 177

426 (M+); 408;393;231; 218, 204 (100%); 189; 177

O espectro de massa para

o TR= 34,96 (acetato de lupeol) mostrou uma maior

intensidade do pico de 189 (ANEXO- 3 A, pdgina 191) compativel com os dados

obtidos pela biblioteca do equipamento e pela literatura.

A identificacdo da mistura de ésteres ndo- hidroxilados de lupeol (MIST-1) e

ésteres hidroxilados (MIST-3), se deu pela andlise dos ésteres metilicos preparados pela

reacdo de transesterificacio do produto natural obtido (item 5.4.2). Os espectros de

massas dos picos observados no

cromatograma (Figura 75) foram analisados levando
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em consideracdo a presencga dos fons caracteristicos m/z 74, m/z 87 e m/z 103, usados
para caracterizar as porgdes acilas.

A reagdo de transesterificacdo da mistura de éster de lupeol ndo hidroxilado,
forneceu o lupeol com tempo de retengdo 38,30 e espectro de massa com pico intenso
em m/z 189, conforme o esperado (ANEXO- 3 B, pédgina 192 a 195). A andlise da
mistura de quatro ésteres metilicos (MIST-1-a’-d’) (Tabela 9) foi realizada a partir dos
espectros de massas obtidos em comparacdo com os disponiveis na biblioteca do
equipamento e os dados disponiveis na literatura, onde foi possivel confirmar a presencga
do fon caracteristico de ésteres alifaticos de cadeia linear de grande intensidade m/z 74,
que aparece devido ao rearranjo de McLafferty com quebra de ligacdo  em relacdo ao
grupo C=0 (Figura 78). O pico m/z 87 corresponde ao fon [CH,CH,COOCHj;]"
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA., et al, 2001). Esses ésteres apresentaram variagio

de “n” de 18 a 24 carbonos.

RT: 0.00 - 60.03

10.91 NL:
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Figura 77: Cromatograma da andlise por CG-EM da mistura de ésteres de lupeol ndo hidroxilados.
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H
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Figura 78: Fragmento caracteristico de ésteres alifdticos de cadeia linear m/z 74.

O cromatograma da mistura dos ésteres metilicos hidroxilados encontra-se na
figura 80. E a identificacdo, foi baseada na presenca do pico caracteristico m/z 103, que
evidencia a presenca de ésteres hidroxilados o que confirma os dados obtidos por RMN
'H e RMN "°C (ANEXO- 1 B, pdgina 179 a 180), justificando assim a hidroxila na
cadeia lateral. Na auséncia do fon molecular para estes ésteres contendo o grupo
hidroxila no C-3’ utilizou-se o ion [M-18] correspondente a perda da molécula de dgua
(ANEXO- 3 B, pagina 197 a 200).

Ap6s andlise dos resultados foi possivel verificar uma grande correlagdo com o
os dados encontrados por Sobrinho e colaboradores, (1991), onde a grande diferenca se
deu pelo fato da cadeia lateral da mistura de ésteres metilicos ndo hidroxilados ser
composta de ésteres com cadeia de carbonos variando entre 16 a 22, enquanto que neste
trabalho a variacdo foi de 14 a 20. EIMS m/z (rel. int): MIST-1-a” 326 (17), 283 (17),
241 (9), 199 (15), 143 (33), 129 (17), 87 (99), 75 (32), 74 (100); MIST-1-b’ 354 (M.",
18), 311 (16), 225 (0,08), 213 (6), 199 (21), 143 (40), 87 (78), 75 (32), 74 (100); MIST-
1-¢’ 382 (M.", 26), 339 (15), 283 (9), 241 (2),199 (21), 143 (44), 87 (80), 75 (41), 74
(100); MIST-1-d> 410 (M., 16), 367 (10), 311(5), 199 (13), 143 (51), 87 (69), 75 (37),
74 (100). Para a mistura de ésteres hidroxilados foi obtido uma variacio na cadeia de 16
a 22 carbonos por Sobrinho e colaboradores, (1991) e neste trabalho a variacdo foi de 14
a 18 carbonos. EIMS m/z (rel. int): MIST-3- a’ 296 (0,7,M-H,0), 103 (100); MIST-3-
b’ 324 (0,7,M-H,0), 103 (100); MIST-3- ¢’ 352 (1,M-H,0), 103 (100); MIST-3- d’ 380
(1,M-H,0), 103 (100) (Tabela 9).
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Figura 79: Cromatograma da andlise por CG-EM da mistura de ésteres de lupeol hidroxilados
Tabela 9: Identificacdo da mistura de ésteres de lupeol ndo hidroxilado e ésteres de lupeol hidroxilado.
CG EM M)
Variacao Composto Tempo de  Abundancia M/Z Intensidade
de n retencio  relativa (%) relativa ( %)
n=18 MIST-1- a’ 9 11,12 326 16,85
n=20 MIST-1- b’ 10,91 24,48 354 17,85
n=22 MIST-1- ¢ 13,30 6,75 382 26,20
n=24 MIST-1- &’ 16,60 1,45 410 16,10
n=14 MIST-3- a’ 11,81 8,46 296 0,75
n=16 MIST-3- b’ 14,60 50,05 324 0,71
n=18 MIST-3- ¢’ 18,62 24,52 352 1,03
n=20 MIST-3- &’ 24,71 6,39 380 1,19

As andlises de massas para o acetato de lupeol obtido de B. parinarioides e de P.
amapa apresentou o fon m/z 409 referente a perda do grupo acetil (ANEXO- 2 B,
pagina 184 a 185).
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6.6. Perfis quimicos por cromatografia em Camada Delgada Comparativa
6.6.1. CCDC- Fase Normal

Como os extratos diclorometanicos de B. parinarioides correspondentes a época
de seca (BPL-DCM-2) e época de chuva (BPL-DCM-3) apresentaram o mesmo perfil por
CCDC (item 6.1), a comparacdo com o extrato de P. amapa, juntamente com os padrdes
foi realizada utilizando o extrato da 1° coleta de B. parinarioides (época de seca) (Figura

80).

Hexano/AcOEt (85/15)

Legenda das amostras
1- BPL-DCM-2- ext. DCM de B.
o » parinarioides
2- PAPL-DCM-2- ext. DCM de P. amapa
3- mist. de ésteres de lupeol ndo
. . o hidroxilado *
4- mist. triterpenos acetilados (ac. a, -
amirina e de lupeol) *
. . 5- acetato de lupeol *
6- acetato de lupeol
7- mist. de ésteres de lupeol hidroxilado *
' . . * » 8- cicloartenol
e 9 9- butirospermol {
3 10 - tirucalla-7,24-dien-3f3-ol |
. 11 - cicloeucalenolt
12 - obtusifoliol

& . +
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§ g 4'0 M 42 *substancias isoladas de P. amapa
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-
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Figura 80: CCDC do extrato de B. parinarioides e P. amapa em com os padrdes auténticos
isolados das duas espécies.

A andlise comparativa dos extratos diclorometanicos da espécie B. parinarioides
e da espécie P. amapa por CCDC mostrou que ambas apresentam substincias comuns e
também distintas (Figura 80). Essa técnica ajudou preliminarmente na avaliacdo da
composicdo quimica das duas espécies e ajudou na busca por esses marcadores.
Contudo, com o intuito de melhor avaliar qualitativamente o perfil desses extratos, foi
realizada a andlise comparativa de forma qualitativa também por CLAE, utilizando o

método de coinje¢do com os padrdes auténticos isolados das duas espécies.
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6.7. Estudo dos perfis quimicos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

Os triterpenos foram analisados por um longo periodo, e continuam a ser
amplamente analisados e caracterizados por cromatografia gasosa com espectrometria
de massa de impacto eletronico, mas este método requer uma reacdo de sililacdo para
fazer esses compostos se tornarem volateis antes da andlise de CG (RHOURRI-FRIH et
al.,2008). Portanto, como os extratos que seriam analisados apresentavam de baixa a
média polaridade decidiu-se realizar essa comparagdo por CLAE, ja que as substancias
isoladas apresentam ligacdes duplas, pares de elétrons isolados, capazes de comportar

como a regido cromdfora presente na substancia a ser detectada por UV.

6.7.1. Comparaciao qualitativa dos perfis CLAE dos extratos de Brosimum
parinarioides da época de seca e época de chuva

As figuras 81 e 82 apresentam os cromatogramas obtidos para os extratos de B.
parinarioides durante a época de seca e época de chuva. Segundo os resultados obtidos
as duas amostram exibem perfis quimicos similares, sendo a intensidade dos picos
assinalados a principal diferenca. Dessa forma, esses resultados confirmam a
comparagdo realizada por CCDC, como foi visto no item 6.1, onde nio se verifica

diferenca entre os constituintes presentes nas duas épocas coletadas.
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Figura 81: Cromatograma do extrato de B. parinarioides (época de seca).
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Figura 82: Cromatograma do extrato de B. parinarioides (época de chuva).

6.7.2. Injecao de padroes

Para identificar os componentes presentes nos extratos, injetaram-se padrdes
auténticos isolados das duas espécies descritos nos itens 6.4 e 6.5. Os tempos de

retencdo dos padrdes testados sdo apresentados na tabela 10. E os cromatogramas nas
figuras 83-92.

Tabela 10: Tempos de retengdo dos padrdes injetados. Volume de injecdo 10uL. Concentragdo 1mg/mL.

Padrdes isolados de B. parinarioides e P.amapa TR (minutos)

Mistura de ésteres de lupeol i hidroxilado 8.208
Mistura de triterpenos acetilados

(ac. a, B- amirina e ac. de lupeol) 39.663

39.883

40.483

Acetato de lupeol isoaldo de P.amapa 40.453

Acetato de lupeol isolado de B.parinarioides 40.607

Mistura de ésteres de lupeol hidroxilado 59.002

59.532

cicloartenol 75.538

butirospermol 77.179

tirucalla-7,24-dien-3f-ol 81.162

cicloeucalenol 86.885

obtusifoliol 93.382
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Figura 83: Padrdo da mistura de ésteres de lupeol ndo hidroxilado isolado de P.amapa
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Figura 84: Regido ampliada da andlise do padrao da mistura de triterpenos acetilados -ac. a, 3-

amirina e ac. de lupeol) isolada de P.amapa.
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Figura 85: Padrio acetato de lupeol isolado de P.amapa.
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Figura 86: Padrao acetato de lupeol isolado de B. parinarioides .
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Figura 87: Regido ampliada da analise do padrdao mistura de ésteres de lupeol hidroxilado isolado de P. amapa.
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Figura 88: Padrio cicloartenol isolado de B. parinarioides.
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Figura 89: Padrio butirospermol isolado de B. parinarioides.
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Figura 90: Padrio tirucalla-7,24-dien-3B-ol isolado de B. parinarioides .
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Figura 91: Padrio cicloeucalenol isolado de B. parinarioides .
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Figura 92: Padrio obtusifoliol isolado de B. parinarioides.

6.7.3. Identificacdo das substiancias: coinjeciao de padroes

Inicialmente foi realizada a comparacdo dos tempos de retengdo dos padrdes
injetados com os extratos. Posteriormente para determinar a presenga dos possiveis
padroes testados na secdo anterior foram feitas coinje¢des dos extratos de B.
parinarioides da época de seca (BPL-DCM-2) e da época de chuva (BPL-DCM-3) e de
P. amapa (PAL-DCM-2) com cada substancia. Para isso uma aliquota do extrato na
concentracdo de Smg/mL foi utilizada juntamente com uma quantidade conhecida de
cada padrdo. Para algumas andlises foi realizada a dilui¢do em 50% do extrato para uma
melhor visualizacdo da coelui¢do do padrdo.

O aumento da intensidade (altura) dos picos dos padrdes e a diminuicdo dos
outros picos no cromatograma original em um tempo de retencdo ji identificado para
um padrdo auténtico permitiu confirmar a presenga ou a auséncia das substancias nas
amostras.

Os cromatogramas obtidos para os extratos BPL-DCM-2 sdo apresentados nas
figuras 93 a 99, e nas figuras 100 a 105 para o extrato PAL-DCM-2. O extrato da época
de chuva (BPL-DCM-3) também foi utilizado para realizacdo das coinjecdes, porém
como os resultados mostraram ser similares ao da época de seca (BPL-DCM-2), ndo

houve necessidade de apresentar os cromatogramas.
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Para uma melhor visualizacdo dos resultados, serd apresentado o cromatograma
do extrato original (sem coinje¢do) seguido do cromatograma com coinje¢do, para ser
comparada a intensidade do pico coinjetado e até mesmo dos outros componentes
presentes no extrato como referéncia para o caso dos extratos que apresentam uma

absorcdo elevada do componente que esta sendo verificado.
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Figura 93: (a) Perfil do extrato original BPL-DCM-2 (b) Perfil do extrato BPL-DCM-2 com coinjec¢do do padrao de
mistura de ésteres de lupeol nio hidroxilado isolado de P.amapa.
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Figura 94: (a) Perfil do extrato original BPL-DCM-2 (b) Perfil do extrato BPL-DCM-2 com coinje¢do do padrdo de
mistura de triterpenos acetilados isolada de P.amapa com ampliac@o da area coinjetada.
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Figura 95: (a) Perfil do extrato original BPL-DCM-2 (b) Perfil do extrato BPL-DCM-2 com coinjec¢do do padrio de
acetato de lupeol isolado de P.amapa (c) com coinje¢do do padrdo de acetato de lupeol isolado de B. parinarioides,

com ampliacdes da area coinjetada.
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Figura 96: (a) Perfil do extrato original BPL-DCM-2 (b) Perfil do extrato BPL-DCM-2 com coinjecio do padrao de

mistura de ésteres de lupeol hidroxilado isolado de P.amapa.
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Figura 97: (a) Perfil do extrato original BPL-DCM-2 (b) Perfil do extrato BPL-DCM-2 com coinje¢do do padrdo

cicloartenol isolado de B. parinarioides.
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Figura 98: (a) Perfil do extrato original BPL-DCM-2 (b) Perfil do extrato BPL-DCM-2 com coinje¢do do padrdo
butirospermol (¢) com coinje¢do do padrio tirucalla-7,24-dien-3f-ol, isolados de B. parinarioides.
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Figura 99: (a) Perfil do extrato original BPL-DCM-2 (b) Perfil do extrato BPL-DCM-2 com coinje¢do do padrdo
cicloeucalenol (¢) com coinjecdo do padrao obtusifoliol, isolados de B. parinarioides.

No geral os cromatogramas das coinjegdes apresentados para a espécie B.
parinarioides pode sugerir a presenca dos padrdes acetato de o e B-amirina e de lupeol
como mostra os cromatogramas das figuras 94 e 95 e ainda mostrou a presenca dos
padrdes cicloartenol, butirospermol, tirucalla-7,24-dien-3B-o0l, cicloeucalenol e do
obtusifoliol, padrdes esses isolados da mesma espécie analisada. Porém a presenca da
mistura de ésteres de lupeol ndo hidroxilado néo foi conclusiva como € mencionado na
tabela 11, devido esse padrdo ndo ter apresentado um pureza elevada do pico e pela
andlise preliminar por CCDC do padrdo no extrato também ndo ter apresentado as
mesmas caracteristicas do padrdo original figura 80. No entanto, a anédlise de coinjecdo
da mistura dos ésteres de lupeol hidroxilados foi clara, mostrando a auséncia do padrdo
no extrato conforme mostra a figura 96. Tal resultado é considerado de grande
relevancia, pois essa diferenca de composicdo pode ser empregada no desenvolvimento
de um método de autenticidade do litex utilizado. Ressaltando que este trabalho
evidencia o isolamento de substancias que s@o descritos ocorrer pela primeira vez na

espécie Brosimum parinarioides. Sendo, portanto, a primeira vez que se realiza andlise
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do perfil do latex do leite de amapd das espécies P. amapa e B. parinarioides, ambas
conhecidas como amap4, juntamente com seus padrdes auténticos.

O mesmo foi realizado com o extrato da espécie P.amapa onde a figura 100
mostra os perfis das coinje¢cdes do extrato de P.amapa com os padrdes de mistura de
ésteres de lupeol ndo hidroxilado, mistura de triterpenos acetilados, acetato de lupeol e a

mistura de ésteres de lupeol hidroxilado, padrdes esses, isolados da prépria espécie.
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Figura 100: (a) Perfil do extrato original -PAL-DCM-2 (b) Perfil do extrato PAPL-DCM-2 com coinje¢do do
padrio mistura de ésteres de lupeol ndo hidroxilado (¢) com coinje¢do do padrdo mistura de triterpenos acetilados (d)
com coinjecdo do padrdo acetato de lupeol (e) com coinje¢do do padrdo mistura de ésteres de lupeol hidroxilado,
isolados de P.amapa.

Foi realizada também a andlise de coinjecdo do padrdo acetato de lupeol
isolado da espécie B. parinarioides, o qual mostrou o mesmo perfil obtido para o
acetato de lupeol isolado da espécie P. amapa com diferenca apenas na intensidade.
Ressaltando, que os extratos foram inicialmente diluidos em 50% para uma melhor
visualizacdo desse padréo. Portanto, verificou-se que a altura do pico do padrdo teve um
aumento significante ja que pela diluicdo deveria ter uma altura inferir como se verifica
para os outros componentes presentes no extrato, por ex. para o acetato de a e de f-

amirina (figura 101).
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Figura 101: (a) Perfil do extrato original -PAL-DCM-2 com regido complexa ampliada (b) Perfil do extrato PAPL-
DCM-2 com coinje¢do do padrdo acetato de lupeol isolado de B.parinarioides.

Os cromatogramas das coinje¢des do extrato de P. amapa (PAL-DCM-2) com

os padrdes isolados da espécie B. parinarioides encontram-se nas figuras 101 a 105.
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Figura 102: (a) Perfil do extrato original -PAL-DCM-2 (b) Perfil do extrato PAPL-DCM-2 com coinjecdo do
padrio cicloartenol isolado de B.parinarioides.
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Figura 103: (a) Perfil do extrato original -PAL-DCM-2 (b) Perfil do extrato PAPL-DCM-2 com coinjecdo do
padr@o butirospermol isolado de B.parinarioides.
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Figura 104: (a) Perfil do extrato original -PAL-DCM-2 (b) Perfil do extrato PAPL-DCM-2 com coinje¢@o do padrdo
tirucalla-7,24-dien-3-ol isolado de B.parinarioides.
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Figura 105: (a) Perfil do extrato original -PAL-DCM-2 (b) Perfil do extrato PAPL-DCM-2 com coinjecdo do
padro cicloeucalenol (¢) com coinjegdo do padrio obtusifoliol, isolados de B.parinarioides.

De forma geral foi possivel sugerir a presenca dos padrdes butirospermol
tirucalla-7,24-dien-3-ol e cicloartenol conforme as figuras 102 a 104 e a auséncia dos
padrdes cicloeucalenol e obtusifoliol, confirmando assim a anélise preliminar realizada
por CCDC com esses padrdes.

Portanto, as comparagdes qualitativa dos perfis por CLAE, apresentou um
resultado satisfatdrio, contribuindo de forma relevante para o estudo da composicdo

quimica das duas espécies de amapa.
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Tabela 11: Comparagdo entre os tempos de retencdo no perfil cromatogrifico (sem coinjecdo) e os
tempos de retengdo nas coinjegdes para os extratos BPL-DCM-2 e PAPL-DCM-2 obtidos do latex do leite
de amapd de B. parinarioides (época de seca) e P. amapa.

BPL-DCM-2
Padrdes TR (min.) s/ coinje¢do TR (min.) ¢/ coinjecdo Resultado
mistura de ésteres de lupeol
(ndo hidroxilado) ’ 8,520 8,050 "
T e et s w
39,930 39,739 ++
40,469 40,260 ++
acetato de lupeol (P) 40,469 40,052 ++
acetato de lupeol (B) 40,469 40,491 ++
mistura de ésteres de lupeol

(hidroxilado) ’ N 60,981 i

-- 61,472 -
cicloartenol 73,819 79,411 ++
butirospermol 75,800 80,541 ++
tirucalla-7-24-dien-3p-ol 77,469 82,891 ++
cicloeucalenol 85,617 89,906 ++
obtusifoliol 90,119 95,898 ++

PAPL-DCM
Padrdes TR (min.) s/ coinje¢do TR (min.) ¢/ coinjecio Resultado

e a0 .
T e et e w
39,677 39,878 ++
40,303 40,477 ++
acetato de lupeol (P) 40,403 40,194 ++
acetato de lupeol (B) 40,303 40,758 ++
““St“ra(ﬁf diifﬂzzgf lupeol 59,426 60,675 ++
59,953 61,242 ++
cicloartenol 74,090 75,248 ++
butirospermol 76,444 81,270 ++
tirucalla-7-24-dien-3p-ol 717,749 83,269 ++
cicloeucalenol - 90,197 -
obtusifoliol -- 97,330 -

(++) O resultado da coinje¢do sugere a presenca do padrdo no extrato.
(+) O resultado da coinjegdo nio € conclusivo sobre a presenca do padrdo no extrato.
(-) O resultado da coinjec¢do confirma a auséncia do padrio no extrato.
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6.8. Teste de Coagulaciao

Como apresentado na tabela 12, nos testes efetuados de coagulagao, o DMSO
(controle negativo), conforme esperado, ndo interferiu no tempo de coagulacdo
sanguinea. Quando examinados pelo TP, os extratos diclorometanicos e metandlicos de
P.amapa PAP-DCM-2 e PAP-M-2, respectivamente, ndo apresentaram atividade
coagulante e nem anticoagulante significativa pelo método TP, pois a média do tempo
de coagulac@o para os extratos e substincias isoladas apresentaram valores proximos ao
controle negativo (DMSO), e ao comparar com a média do valor obtido para o controle
positivo de anticoagulante (heparina), os valores foram bem distintos, o que indica uma
atividade anticoagulante ndo significativa também.

No entanto, embora o resultado tenha sido negativo para atividade coagulante e
anticoagulante pelo método TP, vale ressaltar que é de grande importancia ter sido
realizada a avaliagdo dos extratos e substincias isoladas do litex dessa espécie, pois a
mesma tem sido utilizada pela populagdo amazdnica como cicatrizante. E segundo
CARNEIRO et al, 2010 e MANDELBAUM et al., 2003, a coagulagdo ¢ uma das
primeiras etapas envolvidas no processo de cicatriza¢do, que compreende de uma forma
mais completa a coagulacdo, inflamacdo, proliferacdo, contracdo da ferida e
remodelagdo. Deste modo, vale ressaltar que ainda € necessdrio uma avaliacdo
envolvendo a via intrinseca pelo Tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPa),

para que possa ser descartada o seu uso como cicatrizante .
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Tabela 12: Avaliacdo de interferéncia na atividade de protombina (TP)

Amostra Concentracdo final > Tempo de coagulacdo(s)”

DMSO 14,4 £ 0,3
BPL-DCM-2 Img/mL 14,8 + 0,1
BPL-M-2 Img/mL 13,2+0,2
BPL-M-2-F-DCM Img/mL 13,7 £ 0,06
DMSO 13,8 +0,1
BPL-M-2-F-AcOEt Img/mL 13,5+0,3
BPL-M-2-F-Hidro. Img/mL 13,5+0,2
MIST-1 0,1 mg/mL 14,7 £ 0,06
MIST-2 0,1 mg/mL 14,4+0,1
DMSO 14,6 £ 0,1
PAPL-DCM-2 1 mg/mL 13,9 +0,2
PAPL-M-2 1 mg/mL 14,8 £0,1
PAP-M-F- AcOEt 1 mg/mL 14,1 £ 0,1
SUBST-6 0,1 mg/mL 15,8 £0,4
MIST-3 0,1 mg/mL 14,4+ 0,3
DMSO 17,4+£0,3
PAPL-M-2-F-Hidro. 1 mg/mL 16,9 £0,2
PAPL-M-2-F-DCM 1 mg/mL 14,5+0,2

heparina® 0,05 mg/mL 42,9 +0,005

* A concentrago inicial foi de 1mg/ mL para substéncias puras e 10 mg/mL para extratos.
®Valores sdo a média do experimento em triplicata; + média do desvio padrdo
“Controle positivo (anticoagulante)

Legenda :
— BPL-DCM-2/ PAPL-DCM-2- Extrato diclorometanico da espécie B.parinarioides e P.amapa.

— BPL-M-2/ PAPL-M-2- Extrato metandlico da espécie B. parinarioides e P.amapa.

— BPL-M-2-F-DCM/ PAP-M-F- DCM- Fase DCM da parti¢cdo com extrato metandlico de
B.parinarioides e P.amapa.

—  BPL-M-2-F-AcOEt/ PAP-M-F- AcOEt - Fase AcOEt da parti¢do com extrato metanélico de
B. parinarioides e P.amapa.

— BPL-M-2-F-Hidro/ PAPL-M-2-F-Hidro- Fase hidroalcoélica da parti¢io com extrato
metandlico de B. parinarioides e P.amapa.

—  MIST-1- mistura de ésteres de lupeol ndo hidroxilados

—  MIST-2- mistura de triterpenos acetilados (acetato de o e 3- amirina e acetato de lupeol)

—  MIST-3- mistura de ésteres de lupeol hidroxilados

—  SUBST-6- acetato de lupeol isolado de P.amapa.
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6.9. Inibicao da enzima Lipooxigenase (LOX)

Lipoxigenases (LOX) sdo enzimas responsaveis pela sintese de hidroxiicidos e
leucotrienos a partir do dcido araquiddnico. Os 5-12- e 15-LOX sd@o os mais importantes
para a sintese de espécies de leucotrienos e hidroxiacidos que tem grande importancia
nas inflamagdes e reagdes alérgicas. A inibi¢do das enzimas fosfolipase, cicloxigenase,
e lipoxigenase reduz a producdo de acido araquidonico, prostaglandinas, e leucotrienos,
que sdo mediadores cruciais no mecanismo da inflamag¢do (KIM et al., 2004;
MIYASHIRO, 2010).

Algumas agliconas como quercetina e kaempferol apresentaram inibi¢do a
enzima 15-lipoxigenase da soja (ALCARAZ & HOULT, 1985) e atividade anti-
inflamatéria (GABOR et al., 1984; MELO, 1991).

No ensaio de inibi¢do enzimdtica lipoxigenase a quercetina foi utilizada como
controle positivo. Os dados de percentagens de inibi¢do da lipoxigenase dos extratos
metandlicos e diclorometanicos do latex do leite de amapa de B. parionarioides e
P.amapa sdo mostrados na tabela 13, as percentagens sdo apresentadas na menor
concentragdo que apresentou inibicdo acima de 50 %. Na andlise dos resultados foi
possivel observar que os extratos diclorometanicos e metandlicos de ambas as espécies
apresentam potencial inibitério. Assim, como a MIST-2 (mistura de triterpenos
acetilados) e o acetato de lupeol isolado de P. amapa que apresentaram ativos na mesma
concentragdo de quercetina.

Os dados de inibi¢do enzimdtica dos extratos do liatex do leite de amapd
corroboram com o uso popular recomendado para problemas pulmonares como asma,
uma vez que a inibi¢do da lipoxigenase reduziria a formagdo dos leucotrienos C4 e D4 ,
leucotrienos esses relacionados a vdrias doencas alérgicas em particular bronquite

asmatica.
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Tabela 13: Inibicdo quantitativa in vitro da lipooxigenase por extratos diclorometanicos e metanélicos de P. amapa e

B. parinarioides e de algumas substancias isoladas de P. amapa.

Extrato de Parahancornia amapa -PAPL-2

Extratos/Substancias Concentracio inibitéria minima Inibi(;fw
(ng/mL) (%)
PAPL-DCM-2 200 95,4
PAP-M-2 200 97,6
mistura de triterpenos acetilados (MIST-2) 200 85,8
mistura de ésteres de lupeol hidrox. (MIST-3) 20 -50
mistura de ésteres de lupeol n-hidrox. (MIST-1) 20 -50
acetato de lupeol (P)- SUBST-6 20 84,3

Extrato de Brosimum parinarioides -BPL-2

.. Concentracio inibitoria minima Inibicao
Extratos/Substancias (ng/mL) (%)*
BPL-DCM-2 200 97,6
BPL-M-2 200 87,9
Quercetinab 20 94,6

*Valores sdo a média do experimento em triplicata
®Controle positivo
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7. CONCLUSAO

z

O leite de amapda é um medicamento de uso popular amazodnico usado por
populacdes ribeirinhas e urbanas hd tempos e devido a existéncia de vdrias espécies
conhecidas por nome “amapd”, os estudos voltados para a descricdo da composi¢do
quimica e controle de qualidade tem sido de grande importancia. Portanto, esse trabalho
contribuiu de forma significativa através do estudo da composicdo quimica e
comparagdo dos perfis do latex das espécies Parahancornia amapa e Brosimum
parinarioides.

As andlises dos extratos diclorometanicos da época de seca (BPL-DCM-2) e
época de chuva (BPL-DCM-3) quando comparados qualitativamente tanto por
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) quanto por CLAE-DAD-UV
em modo normal, indicaram que os mesmos cont€ém a mesma composi¢do quimica,
diferenciando apenas na intensidade dos picos, ou seja, a maior concentragdo das
substancias acetato de B ou a-amirina no extrato de época de chuva e do acetato de
lupeol e do butirospermol no extrato coletado na época de seca.

O estudo da composicdo quimica do latex de B. parinarioides resultou no
isolamento e identificacdio de cinco triterpenos, cicloartenol, butirospermol e seu
epimero tirucalla-7-24-dien-3p-ol, cicloeucalenol e o obtusifoliol, obtidos do extrato em
diclorometano e até entdo ndo descritos para essa espécie.

A caracterizacdo da cadeia dos ésteres de lupeol hidroxilado e nio hidroxilado,
obtidos do latex de P. amapa, realizada através de transesterificacdo dcida e seguida de
andlise por CG-EM, revelou que os ésteres ndo hidroxilados t€ém como caracteristica
uma cadeia que varia de 18 a 24 carbonos, enquanto que os ésteres hidroxilados
apresentaram uma variagdo na cadeia de 14 a 20 carbonos. Esses resultados sdo
diferentes da caracterizacdo dos ésteres de lupeol encontrados na literatura citada.

Nesse trabalho também foi desenvolvida uma metodologia de andlise por CLAE,
em fase normal, para obten¢do dos perfis cromatogréficos do extrato diclorometanico de
B. parinarioides e P. amapa juntamente com os padrdes aut€nticos isolados das duas
espécies, tais como a mistura de ésteres de lupeol hidroxilado e nédo hidroxilado, mistura
de triterpenos acetilados isolados, acetato de lupeol, cicloartenol, butirospermol,
tirucalla-7,24-dien-3p-ol, cicloeucalenol e o obtusifoliol. Os resultados obtidos
mostraram que os extratos de B. parinarioides e de P. amapa apresentaram constituintes
comuns como os acetatos de o e f-amirina e de lupeol e distintos como a mistura de
ésteres hidroxilados, que ocorreu apenas na espécie P. amapa e o cicloeucalenol e o
obtusifoliol, que ocorreu apenas na espécie B. parinarioides. Tal diferenga pode ser
usada para determinacdo de um método de controle de qualidade do litex utilizado pela
populacdo local.
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A avaliagdo da atividade terapéutica da mistura de ésteres hidroxilado e nfo
hidroxilado, mistura de triterpenos acetilados, acetato de lupeol e dos extratos em
diclorometano e em metanol das duas espécies foi obtida através do ensaio de
coagulacdo, onde ndo foi possivel verificar um resultado positivo utilizando o Teste de
Protrombina que avalia a via extrinseca de coagulacdo. Porém, ainda € necessario uma
avaliagdo envolvendo a via intrinseca pelo Tempo de tromboplastina parcialmente
ativada (TTPa), para que possa ser descartada o seu uso como cicatrizante.

Quanto a avaliagcdo de atividade antiiflamatéria indicada, foi possivel confirmar
a inibi¢do da enzima lipooxigenase para a mistura de triterpenos acetilados (ac. de o e -
amirina e de lupeol) e ambos os extratos, o que corrobora para o uso popular contra
asma e doencas pulmonares, uma vez que a enzima lipooxigenase estd envolvida em
processos inflamatorios relacionados a essas doengas anteriormente citadas.



141

8. REFERENCIAS

ABE, I.; ROHMER, M.; PRESTWICH, G. D. Enzymatic cyclization of squalene and
oxidosqualene to sterols and triterpenes. Chemical Reviews, v. 93, p. 2189-2206, 1993.

AGUIAR, V. C. Aspectos bioquimicos, toxicoldgicos e alergénicos do latex da
planta Calotropis procera (Ait.) R. Br. Fortaleza: UFC, Tese (Doutorado em
Bioquimica) — Universidade Federal do Ceard, 2006. 183 p.

AKERELE O. Summary of WHO guidelines for the assessment of herbal medicines.
HerbalGram, v. 28, p. 13-19, 1993.

AKIHISA, T.; KOJIMA, N.; KIKUCHI, T.; YASUKAWA, K.; TOKUDA, H.;
MASTERS, E. T.; MANOSROI, A.; MANOSROI, J. Anti-Inflammatory and
Chemopreventive Effects of Triterpene Cinnamates and Acetates from Shea Fat.
Journal of Oleo Science, v. 59, n. 6, p. 273-280, 2010.

ALCARAZ, M. J.; HOULT, J. R. S. Effects of hypolaetin-8-glucoside and related flavonoids on
soyabean lipoxigenase and snake venenon phospholipase A2. Arch Int Pharmacodyn, v. :4, p.
278, 1985.

ANJANEYULU, V.; RAVI, K.; PRASAD, K. H.; CONNOLLY, J. D. Triterpenoids
From Magnifera Indica. Phytochemistry, v. 28, n. 5, p. 1471-1477, 1989.

AZIZ-UR-REHMAN, M. A.; RIAZ, N.; AHMAD, H.; NAWAZ, S. A.; CHOUDHARY, M. L
Lipoxygenase Inhibiting Constituents from Indigofera hetrantha. Chemical & Pharmaceutical
Bulletin, v. 53, n. 3, p. 263-266, 2005.

BORRAS, M. R. L. Plantas da Amazonia: medicinais ou magicas — Plantas
comercializadas no Mercado municipal Adolpho Lisboa. Governo do Estado do
Amazonas: Ed. Valer, 2003, 737 p.

BUSHMAN, B. S.; SCHOLTE, A. A.; CORNISH, K.; SCOTT, D. J.; BRICHTA, J. L;
VEDERAS, J. C.; OCHOA, O.; MICHELMORE, R. W.; SHINTANI, D. K.; KNAPP,
S. J. Identification and comparison of natural rubber from two Lactuca species.
Phytochemistry, v. 67, p. 2590-2596, 2006.

CAI, X.; LI, W.; YIN, L. Ultrastructure and cytochemical localization of acid
phosphatase of laticifer in Euphorbia kansui Liou. Protoplasma, v. 238, p. 3-10, 2009.

CALIXTO, J. B. Twenty-five years of research on medicinal plants in Latin America, A
personal view. Journal of Etnopharmacology, v. 100, p. 101-134, 2005.

CARNEIRO, M. 1. da S.; RIBAS-FILHO J. M.; MALAFAIA, O.; RIBAS, C. A. P. M,;
SANTOS, C. A. M.; CAVALCANTI, T. C. S.; CZECZKO, L. E. A. Estudo
comparativo do uso de extrato de Pfaffia glomerata e do laser de baixa poténcia (hélio—



142

nednio) na cicatrizagdo de feridas em ratos. ABCD: arquivos brasileiros de cirurgia
digestiva, v. 23, n. 3, p. 163-167, 2010.

CARVALHO, M. G.; VELLOSO, C. R. X.; BRAZ-FILHO, R.; COSTA, W. F. Acyl-
lupeol Esters from Parahancornia amapa (Apocynaceae). Journal Of The Brazilian
Chemical Society, v. 12, n. 4, 556-559, 2001.

CARVALHO, M. G.; ALBUQUERQUE, L. A.; ALVES, C. C. F.; CASCON, V.
Revista Brasileira de Farmacognosia. Brasiliam Journal of Pharmacognosy, v. 18
(Supl.), p. 667- 669, 2008.

CAVALCANTE, P. B. Frutas Comestiveis da Amazonia. 3* Ed. Belém: INPA, 1976.

CAVALCANTE, P. B. Frutos comestiveis da Amazonia. 6 Ed.- Belém: CNPQ /
Museu Paraense Emilio Goeldi. (Cole¢ao Adolpho Ducke), 1996.

CLAY, W.; SAMPAIO, P. T. B.; CLEMENT, C. R. Biodiversidade Amazonica:
exemplos e estratégias de utilizacdo. Manaus: Programa de Desenvolvimento
Empresarial e Tecnolégico, 2000, 409 p.

CORREA, P. M. Dicionario das plantas tteis do brasil e das exoticas cultivadas. Rio
de janeiro, impresa nacional, 1978.

COUTINHO, S. C.; PIRES, M. J. Jari: Um Banco Genético para o Futuro. Rio de
Janeiro, 1996, 244 p.

DALL’STELLA, D. S. G. Estudo Fitoquimico Aplicado da Fraciao Soluvel do
Extrato Etanélico Bruto da Dorstenia multiformis. Miquel (MORACEAE).
Dissertagdo de Mestrado, Universidade Federal do Paran4, Brasil, 2008.

DEWICK, P. M. Medicinal Natural Products — A Biosynthetic Approach. West
Sussex: John Wiley & Sons, 2002.

DIAS, M. O. D.; HAMERSKI, L.; PINTO, C. A. Separacdo semipreparativa de a e -
amirina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Quimica Nova, v. 34, n. 4, p.
704-706, 2011.

FARRELL, B. D.; DUSSOURD, D. E.; MITTER, C. Escalation of plant defense: do
latex and resin canals spur plant diversification? American Naturalist, v. 138, p. 881-
900, 1991.

FERRAZ, C. G. Derivados Poliprenilados De Benzofenonas, Triterpenos,
Esteroides, Bifenila E Xantona De Clusia Burlemarxii E Atividade Citotoxica
Contra Células Gl-15, De Glioblastoma Humano. Tese em Quimica Organica .
Salvador — BA, 2011.

GABOR, M. apud. 1979. Antiinflamatory and anti-allergic properties of flavonoids. CODY, V_;
MIDDLETON JR. E.; HARBONE, J. B. eds. Plant flavonoids in biology and medicine:



143

biochemical, pharmacological and structure — activity relationships. New York, Alan R.
Liss, p. 471-480, 1986.

GAI J. E. M.; CAMPELO, M.; SILVA, C. C.; VEIGA JUNIOR, V. F . Composi¢ao
Inorginica de leite de amapa (Brosimum parinarioides, Brosimum potabile e
Brosimum utile ovatifolium). In: 32" Reunido anual da Sociedade brasileira de

Quimica, 2009, Fortaleza - CE. Anais da 32 Reunido anual da Sociedade brasileira de
Quimica, 2009.

GALUPPO, S. C. Documentac¢ao do uso e valorizacao do 6leo de piquia (caryocar
villosum (aubl) pers.) E do leite do amapa-doce (brosimum parinarioides ducke)
para a comunidade de piquiatuba , floresta nacional do tapajos.estudos fisicos,
quimicos, fitoquimicos e farmacoldgicos. Dissertacio mestrado em Ciéncias
Florestais- Universidade Federal Rural da Amazdnia, Belém- PA. 2004.

HAGEL, J. M.; YEUNG, E. C.; FACCHINI, P. J. Got milk? The secret life of laticifers.
Trends in Plant Science, v.13 n. 12, 2008.

HASLER, A.; STICHER, O. Identification and determination of the flavonoids from
Ginkgo biloba by hight-performance liquid chromatography. Journal of
Chromatograph, v. 605, p.41-48, 1992.

HAYASIDA, W.; SOUZA, A. S. de; LIMA, M. da P.; NASCIMENTO, C. C. do;
FERREIRA, A. G. Proposta de aproveitamento em residuos de pau-rainha (Brosimum
rubescens) descartados pelo setor madeireiro. Acta Amazonica, v. 38, n. 4, p. 749-752,
2008.

HAYASIDA, W.; LIMA, M. da P.; NASCIMENTO, C. C. do; FERREIRA, A. G.
Residuos madeireiros do alburno de pau-rainha (Brosimum rubescens): Investigacao de
metabdlitos secunddrios e alguns aspectos tecnoldgicos. Acta Amazonica, v. 41, n. 2, p.
285-288, 2011.

HOSTETTMANN, K; QUEIROZ, E.F.; VIEIRA, P. C. Principios Ativos de Plantas
Superiores. Sio Carlos: EdJUFSCAR, (Série de textos da Escola de Verdo em
Quimica), v. IV, 2003, 152p.

KHUONG-HUU, F.; SANGARE , M.; CHARI, V. M., BEKAERT, A., DEVYS, M,,
BARBIER, M.; LUKACS, G. Tetrahedron Letters, 1789, (1975)

KIKUCHI, T.; KODOTA, S.; TSUBONO, K. Proton and carbon-13 signal assignments
of cycloeucalenol- type triterpenes from Nervilia purpurea Schlechter by two-
dimensional nuclear magnetic resonance spectroscopy. Chemical & Pharmaceutical
Bulletin, v. 34, p. 2479-2486, 1986.

KIM, H. P. et al. Anti-inflammatory plant flavonoids and cellular action mechanisms. Journal
of Pharmacological Sciences, Tokyo, v. 96, n. 3, p. 229-245, 2004.



144

KONNO, K. Plant latex and other exudates as plant defense systems: Roles of various
defense chemicals and proteins contained therein. Phytochemistry, v. 72, p. 1510-
1530, 2011.

LANCAS, F. M. Cromatografia liquida moderna: HPLC/CLAE. Editora Atomo,
2009, 382 p.

LEWINSOHN, T.M.; VASCONCELLOS- NETO, J. Como insetos sabotam defesas de
plantas: o caso do latex. pp 281-298. In Martins, R.P., Lewinsohn, T.M.& Barbeiros, M.
S. (eds). Ecologia e comportamentos de Insetos. Série Oecologia Brasiliensis, vol. VIIIL.
PPGE-UFRIJ. Rio de Janeiro, Brasil, 2000.

LOUREIRO, A. A.; SILVA, M. F.; ALENCAR, J. C. Esséncias madeireiras da
Amazonia. v. II. INPA/SUFRAMA ; Manaus, AM, Brasil, 1979.

LOUREIRO, A. A.; DE FREITAS, J.; ALVES, R.; LOUREIRO, K. B.; DE FREITAS,
C. A. A. Esséncias Madeireiras da Amazonia. Manaus: MCT/INPA-CRPF, 2000,
191p,

MADY, F. T. M. Conhecendo a madeira. 1* ed. Manaus: SEBRAE/AM. Programa de
Desenvolvimento Empresarial e Tecnoldgico, 2000.

MAHATO, S. B.; NANDY, A. K.;; ROY, G. Phytochemistry 31 (1992) 2199.
Mandelbaum, Samuel Henrique; Di Santis, Erico Pampado; Mandelbaum, Maria Helena
Sant'Ana. Cicatrizagdo: conceitos atuais e recursos auxiliares -Parte 1. An. bras
Dermatol, Rio de Janeiro, 78(4):393-410, jul./ago. 2003.

MANN, J. Chemical Aspects of Biosynthesis. Oxford Chemistry Primers- Oxford
Science Publications (1994)

MATHE, C.; CULIOLI, G. Characterization of archaeological frankincense by gas
chromatography-mass spectrometry. Journal of Chromatography A, v. 1023, p. 277-
285, 2004.

MATTA, A. Flora Médica Brasiliense. 3°. Edi¢ao revista. Manaus: Editora Valer,
2003, 356 p.

MCKEON, J. J. 1981. PUVA for psoriasis. American Pharmacy 9. 530-532. Mithofer,
Axel; Boland, Wilhelm. Plant Defense Against Herbivores: Chemical Aspects. Rev.
Plant Biol. 2012. 63:431-50

MIYASHIRO, C. A. H. V. Avaliacdo da atividade antioxidante e antiinflamatéria do
flavondide rutina e derivados contendo metal de transicdo. Dissertagdo de Mestrado —
Universidade Bandeirante de Sao Paulo - Programa de Farmadcia, 2010.

MORLACCHLI, P.; WILSON, W. K; XIONG, Q.; BHADURI, D. S.; KOLESNIKOVA,
D. M.; MATSUDA, S. Product Profile of PEN3: The Last Unexamined Oxidosqualene
Cyclase in Arabidopsis thaliana. Organic Letters, 2009, No 12, 2627-2630.



145

MORS, W. B.; RIZZINI, C. T.; Pereira, N. A. Medicinal Plants of Brasil. Reference
Publications, Inc, Algonac-Michigan, v. 246, p. 27, 2000.

OHYAMA, K.; SUZUKI, M.; KIKUCHI, J.; SAITO, K.; MURANAKA, T. Dual
biosynthetic pathways to phytos-terol via cycloartenol and lanosterol in Arabidopsis.
Proceedings of the National Academy of Sciences, U.S.A. v. 106, p. 725-730, 2009.

OLEA, R.S. G.; ROQUE, N. F. Anilise de Misturas de Triterpenos por RMN * C.
Quimica Nova, Sio Paulo, v.13, supl.4, p.278-281, 1990.

OSONIYI, O.; ONAJOBI, F. Coagulant and anticoagulant activities in Jatropha curcas
latex. Journal of Ethnopharmacology, v. 89, p. 101-105, 2003.

PASSOS, G. F. F. E.;; DA CUNHA, F. M.; FERREIRA, J.; PIANOWSKI, L. F;
CAMPOS, M.; CALIXTO, J. B. Anti-inflammatory and anti —allergic properties of the
essential oil and active compounds from Cordia verbena. Journal of
Ethnopharmacology, v. 110, p. 323- 333, 2007.

PAVIA, D.L. Introducio a Espectroscopia — 4* edi¢do; Editora Cengage Learning
(2010).

PINTO, A. C.; SILVA, D. H. S.; BOLZANI, V. S.; PEPORINE, N. L.; EPIFANIO, R.
A. Produtos naturais: atualidade, desafios e perspectivas. Quimica Nova, Sao Paulo, v.
25, supl.1, p.45-61, 2002.

POZETTI, G. L. Chemical study of Brosimum gaudichaudii trecul. 1. Isolation and
identification of bergapten, and psoralene from the roots of Brosimum gaudichaudii

trecul. Revista da Faculdade de Farmacia e Odontologia de Araraquara, v. 3, p.
215-223, 1969.

QUADROS, D. S; NUNOMURA, S. M.; NUNOMURA, R. de C. S. Atividade
antioxidante da espécie Brosimum parinarioides. In: 31°. Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, 2008, Aguas de Lindéia. Livro de resumos da 31° .
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, v. 1. p 88-88, 2008.

REVILLA, J. Plantas da Amazonia- Oportunidades Econémicas e Sustentaveis.
Manaus- AM: Ed.INPA e SEBRAE, 2002, 532 pp.

RIBEIRO, J. E. L. da S.; HOPKINS, M. J. G.; VICENTINI, A.; SOTHERS, C. A;;
COSTA, M. A. da S.; DE BRITO, J. M.; DE SOUZA, M. A. D.; MARTINS, L. H. P.;
LOHMANN, L. G.; ASSUNCAO, P.; APOSTOLO, C. L.; PEREIRA, E. da C.; DA
SILVA, C. F.; MESQUITA, M. R.; PROCOPIO, L. C. Flora da Reserva Ducke: Guia
de identificacado das plantas vasculares de uma floresta de terra-firme na
Amazonia Central/ José Eduardo L. Da S. Ribeiro [ef al.]. Manaus: INPA, 816 p, 1999.

ROBBERS, J. E.; SPEEDIE, M. K.; TYLER, V. E. Pharmacognosy and
Pharmacobiotechnology, 315 p, 1996.

RYAN, M. P. Patent Incentives, Tecnology Markets, and Public- Private Bio- Medical
Innovation Networks in Brazil. v. 38, n. 8, p. 1082-1093, 2010.



146

SALLES, R. C. DE O.; NUNOMURA, S. M. N.; NUNOMURA, de C. S. Estudo
fitoquimico do latex do leite de amapa. Jornada de Iniciacdo Cientifica do PIBIC
/CNPQ/FAPEAM/INPA, 2009). Anais/XVII Jornada de Iniciacdo Cientifica do PIBIC
/CNPQ/FAPEAM/INPA; Resumos expandidos, 20 a 24 de julho de 2009, Manaus, AM.
Manaus: INPA, 20009.

SAMONEK, FRANCISCO. A Borracha Vegetal Extrativa na Amazdnia: Um estudo de
caso dos novos encauchados de vegetais no Estado do Acre. Dissertagdo: Rio Branco,
ACRE, 2006.

SHANLEY, P; MEDINA, G.; CORDEIRO, S. Frutiferas e plantas tteis na vida
amazoénica, 2005, 101 p.

SILVA, M. do S. S. da.; CITO, A. M. das G. L.; CHAVES, M. H.; LOPES, J. A. D.
Triterpenoides Tipo Cicloartano de prépolis de Teresina-PI. Quimica Nova, v. 28, n. 5,
p. 801-804, 2005.

SILVA, P. S. da P.; SALLES, R. C. DE O.; NUNOMURA, S. M. N.; NUNOMURA, de
C. S. Estudo fitoquimico do extrato metandlico do latex do leite de amapa.
Jornada de Iniciacdo Cientifica do PIBIC /CNPQ/FAPEAM/INPA, 2010).
Anais/XIX Jornada de Iniciacdo Cientifica do PIBIC /CNPQ/FAPEAM; Resumos
expandidos, 20 a 24 de julho de 2010, Manaus, AM. Manaus: INPA, 2010.

SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X.; KIEMLE, D. J. Identificacao espectrometrica de
compostos organicos. 7 ed. Rio de Janeiro: LTC, 2007. 490p.

SOBRINHO, D. C.; HAUPTLI, M. B.; APPOLINARIO E. V.; KOLLENZ, CARMEM
L. M.; CARVALHO, M. G.; BRAZ-FILHO, R. Triterpenoids Isolated from
Parahancornia amapa. Journal Of The Brazilian Chemical Society, v.2, n. 15-20,
1991.

SOUZA, M. N.; DA SILVA, A. F. C; MARTINS, F. de S. M; FERREIRA, G. dos S.;
FERREIRA, C. F. A.; RAMOS, F. M.; PEREIRA, R. de O. Plantas Medicinais
etnobotinica na Varzéa do Mamiraua. Manaus: Ed S.F.R. Rocha, F.M. Scarda, 2003,
218 p.

STITI, N.; TRIKI, S.; HARTMANN, M. A. Formation of Triterpenoids throughout
Olea europaea Fruit Ontogeny. Lipids (2007) 42: 55-67.

TEIXEIRA, A. F. Estud’o Quimico e Biologico das cascas do caule de Brosimum
acutifolium (MURURE). Dissertacio de Mestrado, Universidade Federal do
Amazonas, Brasil, 1999.

TERESA, J. P.; URONES, J. G.; MARCOS, L S.; BASABE, P.; CUADRADO, M* J.
S.; MORO, R. F. Triterpenes From Euphorbia Broteri. Phytochemistry, v. 26, n. 6, p.
1767-1776, 1987.



147

TORRES, S. L.; MONTEIRO, J. C. M.; ARRUDA, M. S.; MULLER, A. H;
ARRUDA, A. C. Two flavans from Brosimum acutifolium. Phytochemistry, v. 44, p.
347-349, 1997.

VARANDA, E. A.; POZETTI, G. L.; LOURENCO, M. V.; VILEGAS, W.; RADDI, M.
S. G. Genotoxicity of Brosimum gaudichaudii measured by the Salmonella/microsome

assay and chromosomal aberrations in CHO cells. Journal of Ethnopharmacology, v.
81, p. 257-264, 2002.

VEIGA, V. F. I.; Pinto, A. C. Plantas medicinais: cura segura? Quimica Nova, v. 28, n.
3, p. 519-528, 2005.

VELLOSO, C. R. X. Triterpenos Isolados de Parahancornia amapa (Apocynaceae)
e Diterpenos Isolados de Pinus caribaea var. bahamensis Barr et Golf. Dissertacdo
de Mestrado. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil, 1998.

VIEIRA, 1. C.; MATHIAS, L., MONTEIRO, V. F. F.; BRAZ-FILHO, R
RODRIGUES-FILHO, E. E. A New Coumarin fromBrosimum
gaudichaudii Trecul. Natural Product Research, v. 13, n. 1, p. 47-52, 1999.

XU, R.; FAZIO, G. C.; MATSUDA, S. P. T. On the origins of triterpenoid skeletal
diversity. Phytochemistry, v. 65, p. 261-291, 2004.

WAGNER, H. B. S. Plant drug analysis. 2nd ed. Heildelberg: Springer Verlag, 1996.

WANI, M. C.; TAYLOR, H. L.; WALL, M. E.; COGGON, P.; MCPHAIL, A. T. Plant
antitumor agents. VI. Isolation and structure of taxol, a novel anti-leukemic and

antitumor agent from Taxus brevifolia. Journal of the American Chemical Society, v.
93, p. 2325-2327, 1971.



DAD we ZHW 006 ‘Towrsedsornng op H, NINY 9p onoadsg

(wdd) yys reoiwayo
o't gl 0z gz o€ ge [1R% Sy 0g g'g 09 g9 0L

n ul 1 n o n n " n n M n n N
‘¢ L0’} L6°0 88} Ol'¢ L6C €8} €60 ¢8¢ 160 LI’} 00'} 860 680 SO} 060 Z80

1 __ - ml n
19¢ ¢€c 89¢ GL¢C 0S¢ LLT

g - v «j — 0
& > & 10
S 3 a o
Ro N 3N
20
€0
vo &
3
2
~ S0 &
) o
S ~ 2
I mcm 90 M.
> =
I L0
m /_O 80
o ©
©
60
9 o
SR
2 dse'ygD uoloid 2¥ 2 S 44
DO0EL [ obap] aIGEROw=] | [ EHEM dsE | OdvanvLs SN e 0951 B8EC  [ZH/ a0 wnmads
PNHCI0E0HD LSO [T e | nazs SNDSg = |
T o) o FEEDl Wnog) mumg [eubig s T e HI ]
[ EHA Siebag PEPL IIEFDT L JEW D01 TF C § JJ¢ sue0; 1 7d SO 0oresg ey ENdERE 10 SUER 3
EHZ ¥ EW OWES WET | CHIT Pl EN FEJ|  IrL 4 LT | DEFOC (03] oul] wopEmboy |
SAAIOIIVNIIVd

‘g — (OGINH ‘DOSH O€T ‘HD AVATINN VOLLIANOVIN VIDNYNOSSTY Jd SOULOAIST -V I- OXANV

3l



1DaD we ZHW 71 ‘Towredsomng op D, NIAY 9p 0noadsy

(wdd) yys reaiwsyo

06 00} Ot

0cl 0cl (43 0G1

09}

ot 02 0€ o 0§ 09 0L 08
i Atk e
500
i 0+0
@
i G1'0
J A 5 z
- § K « a1 o
& g ¢ 3 > 8 = 3
< s Pl S % 5 0zo 5
| (o] o1 o y
Sy uBE o 8 3 5 2
/¢ NN N2 D Aaa IS =
L hg%%wes.s... © G20 ®
L& Cawh 8 N2 g
o TREZH <
¢ N @G
%_ 8 8+ 0€0
=
©
o
Se'0
00
I
N NN
NN o
SR dse'ygO uoqieD g¥ 2 § I
D00 S [0 oaibap) aruemiua] | [E GOl TZH] P doaws OHVONYLS 30| WnEadg BIBC [OIEF  [2H) Woai0 Wioads
PFNE0I0E0THD S O0TE LIEE) JaAs5ay Ihazs SAENbeg s g
P NG S (ECoc  1mog Siio  [eWibify OO0 Ssesiel] o Uiy JEI SNy
[ L | ESPY I0EMIC 76 S UoGED CF L § IS SHEO SlHvd SO o U e b ety SER 3
ELOL #I JER e FE] EI0C b1 BN FET | AR AR | CODE | (os) ol | LORrEmboy |

671




0S1

10D we ZHN G/ ‘Jowradsonng op 14 op ondedsg

L¥89t°9 rwo/wdd  18Z°88% 1WD/ZH
00000 49 000°F :g@1

sjutod xa|dwod g9/ z€ :9zis passadoud
ZHW TZEO08Y'SL ‘wdd 0 Jo "bayy

+$20T :sueds Jo Jaquinu

3d/zH §92981°0 = wdd 8TTL TIT = ZH €0°£0ZZT :Upm

sjulod 9£559 :9ZIS UlewWOop 3w

ZHIW 65€£98P°GL baly 1eniwsues

<geTidop> 3dxe  pY\p\Zb 2 SI4BIA\VANI -NWu\dop " 12|y

oT 0c¢ o€ o 0s 09 0z 08 06 00T OTT ozt 0€T ovT 0ST INdd
| | | | | | | | | | | | | | | L
A A N ] |

BRERIIFINISIRITISN D NS $ 32 2

SRESREZENNCERARCRE  §YT 5 g 5

d¥ngeqduuiRNRgsdEds g8 g = 9

GET1dAA ¢t ¢ Gid ey € siylomulds



151

(WU Y [EIWDYY) |

o
o o o o
© & ¥ © o 2 o

gf )
@ﬂg

1.5 1.0

2.0

2.5

45 40 35

\H\HH‘HH\HH‘HH\HH‘\H\\HH‘HHUH\‘HH\HH‘HH\\H\‘HH\\H\‘HH\HH‘HH\H
5.0 : : : 3.0 : : : :

F2 Chemical Shift (ppm)

Mapa de correlagdo HSQC do butirospermol, 300 MHz em CDClj;,



IDAD we ZHA 00€ ‘[owadsonng op DGINH 08521100 ap edey

(wdd) yiys eoiwsy) g4
| 2 e % S 9 / 8

0G| .

D) ] " o

> B i

w ]

5001}

L 1 )

”\u \H (=] . ;

=R

=06 &=

R

W.\ n .o@aaq ®
0 -

W TV

(49!



DD we ZHW 00§ ‘T0-g¢-udIp-¢°L-e[[eonin op H,NIAY 9p onoadsg

(wdd) Yys reoiweyd

o€ ge oy Gy 0'S G'g 09 69 0L
R R B AR A I A I A A A~ A A A A A A/ A
G6'0 /9 0E'} 66} G6'} 20 09’} €8'2 66°0 S6°0 €'} 00} 160 L0’} ¥8°0 ¥6'0 Z8'0 €60 |
= E 0
| E
w E
PN & \9\ & E- G0°0
PP TP 3
RSN - RN =010
E 510
4 Eozo
o E
~ E . W
E G20 3
E 2
S 020 8
3 E)
Ese0 S
| E @,
I\ = <
& E- 00
| E
@ Xl
= 050
E G50
I E
x =3
° NN
3 532 -
®8 dso'H 9% v¥ € G I
DO0EC [0 oaibap] ampersais] | 08 1A6L ZH] P daag OHVONVLS S| Winssady 0851 A06C  (2H) o0 wnosady
FWHOI0E0 THD HBADS [T WeL) JBAsoay Tazs s Fd
EET IWNe] S0 FEL01 0D S  [eubun F0  SeEuE] Jo Jegumny HI EEa]
DEB6F TZHA] Fotabay PUPE IDELOC ¥l JEW U0WId oF ¢ G JJ% SE0,C J1Hvd SO0 EEuh] BN EEsT 10 SILER 31
EIOE FI BN GWES &E] | EIOL Pl EN WG| rLGH IR | OEFIC  [099) ol UoQSHDoY |

€Sl




DD we ZHW 671 ‘[owredsornng op O NIAY 9p 0noadsy

(wdd) yiyg eoiwayg

9l v 2e 114 8y 9G 9 2L 08 88 96 70l gtk 0zl 8zl 9L vyl
0
)
20
@ €0
I @
mﬂ i O 2 Evo 8
¢ A LR 2 3
8| A Ak s S : = 2
L Goly @R|22 T 2 3 o 50 §
w /¢ B ol b o N © 3/ ~ o Q
ol LR ®E Y g © ES 2
Bl ESoR R 2 L & = 90 8
| &« N @ N B,
N © [ o Z
> N ® :
@ L0
80
60
—, .
ol a ot
© 3 ©
N dse'ygD uoqed 9 b¥ € § 4o
QO0E () s=ibap] amesdia] | S TZHT i deamg OUvONVLS SR WnEsads SIEEIAIEL  [2H/ a0 wnmads
FWE0I0H0THD ] O0TE =g By I"azs SHNDSg =g
gEssd T S0 (ecoc R Samo  [euibigy CLFl  Saisesuel] Jo Jagqump Tl ST
[ IZH A Fousnbag] FUPSTOEIO 1 =W DO0E] O FF © § i Steog Sl dvd SOI00n =0 e e ] Eda=aqig SHUER 3
ELOL PIJEN auEg Aeg EL0Z FI BN @I WwrreCd AL | COOE | (os] ol | Logremboy |

127!




39!

10D we ZHIN 6L ‘[0-g¢-udip-H*L-B[[eonin Ge T LA dp onoadsy

L$89%°9 wo/wdd  18Z°88Y :Wd/zH
000070 :49 000°T @1

sjulod xa|dwod g9/ z€ :9zIs passanold
ZHW TZ€08P"S swdd 0 4o "bay

(o8 0c¢ 0€ o 0§ 09 0L 08

80T :sueds Jo Jaquinu
3d/zH §92981°0 = Wdd 8TTL T9T = ZH €£0°L0TTT :WIPIM

sjulod 9£GG9 :92IS ulewop awn

ZHW 65€98Y°G :*bay Jeniwsuen

<gemidep> 13dxe  PUNE\OY bb € S14 EIU\VANI -NWH\d*" 31y

01T oct 0€T orT 0ST  Wdd
| | | | [

ANNOO-HNONINM-OCOVOR™M N0 o )
OYTDRNTOOACOTN = AN—HR S ~N© N <
NOFTNNAFHANN = DN ONNGD N0 INY
ANV Mmoo oNNCOANNOa N oo o ~
LN OB = OOLIININING O L0 N VS o
HeAA AN NNNNNNN OO, O <10 N

117.8013 —
125.2194 —

SET1d3A 9v vb € GI4 ewd € spomulds



156

(Waa) Yiys [estwsyy |4

o o o o 8 §

© N ¥ © o = &=

l

1.0 0.5

1.5

50 45 40 35 30 25 20
F2 Chemical Shift (ppm)

5.5

Mapa de correlagdo HSQC tirucalla-7,24-dien-3-o0l, 300 MHz em CDCl;,



DAD W ZHN 00€ ‘[0-J¢-udp-p°L-e[[eonin op DGINH 083e[a1100 op edejy

(wdd) Yiys eoiwsy) 24
G0 Ol G 02 G2 0¢€ G9¢€ 0¥ S¥ 06

7] & ‘
] I .
I_I_ \\ oo
- -
w.u ]
nulv. H (= R=]
L 7
w.u ]
= 06 - @.m@m —
w o ===
w _ . ofve] g @ o) MM
- ] s @ B8 o = [ S—
0 -

LG



1DAD we ZHW 00§ ‘TOURIIEO[II0 0p H NI 2p onoadsy

(wdd) Yys [eaiwayn
S0 o'l Sl 02 5'Z o€ S'e (87 Sy 0’6 g'g 0’9 g9 0L

0
& 500
g s ha
n/o_ o
& - 040
scsagl
o S
GL0
z
020 2
3
=3
sz0 8
=3
080 2
[72]
I g
o
> Ge0
= 0¥'0
D
©
SH0
N
n
1N | ~
o o o -~
888 S dse'ygD uolold € 9 I
OO0EC (3 caubap] angersaui=] | GE 9965 ZHI PP @535 | OdwaNvLs S ] Wrsadg SO O0GC  (PH) a0 Wiisadg
PHWHO3080 HD A0S [ e Jan=aay vz MG I3 g
FoED] LN S0 GO0l O] S0  [Eubug) 70 SwssuEl] Jo sguiny HI EEa
0B B6F TZHAT faUusnba PUDTIOEIDT ¥I W Uoilg g O Idg =00 1 8vd S0Id00s=0EEu]) ENEERST .0 SWEN ]
ELOE FI BN GWES &EQ | ENOC FL BN e | Eg ) | OEFDC  (0os) ol ] Loasmiboy |

861




DD W ZHIN ST ‘[OUANERO[OI0 Op D, NINY 9P 0noadsy

(wdd) yys reoiwayo

08 88

500
040
= =z
® IR ]
<) b N
g 85 la | &8 P g
®| o o ® P a =
.nZ: & o _ﬂ_ nﬂ ,/ma_/_ o & W 020 Muv'
N Ao B 1 @ g
I NUYJIR =2 o 2.
h - &)l NS ~N Z
N > o | w &
N ~ 3> o i a 3
5 S b e S0
N [}
0€0
[~—
N NN
o NN
9 N & dso'ygD uoqued £ 9 44
DDDEL [0 cabap) aimeatua] | T TZHY [P 0oam g OU¥aONYLS Sl ] Wnesads FIBTIAIEL  (ZH)sap Wibads
PIH03080THD LSS o0 0E WED ey Inazs Shabeg #g
QEGCE o) Sod (EZee Moy suiog ey O00C  Sssdiel] Jo JSgquiny JEl SN
0Ll TZH A Fsnbay PUPTIOEIDE ¥l JEf USQED € 0 3¢ sHe0 Sldvd SOl o0 Eeuh ) ENRERsD SUEH 3
ELE I =W gwEgaeg | CLOC vl e e | Lood {5 WS | COIE | (oos) ol ] LoDy |

651




091

IDAD We ZHIA 00€ ‘[ouIeod10 op DOSH 0ede[o110o op edejy

(wdd) Yys reoway) g4
G0 0L S 02 G2 0¢ G¢ 0¥ G¥ 0§

g\) (|
o
|

o
Lo
I R

\WUU) JIYS [EvIwg

|

T




DA W ZHIA 00€ ‘[0Ud1Ie0[o1 0p DYINH 0rde[a1100 op edejy

(wdd) yys [eolwey) g4
G0 Ol S1 02 G2 0¢€ G¢ 0¥ S¥ 0§ G§¢

0S| -
N ]
9 m w,w
J i
w ]
D 1
. oo .
) 1
5 05 ol 3 W
o) 1 |
3 1 A
[ _ ()
] <9
O i

191



91

Sl

0¢

[DAD wd ZHIN 00 ‘[OUS[EINIO0[II Op HNIAY 3p 0noadsy

S

(wdd) Yys reatwayd
0e Ge oY 2%

0§ S'S 09

S99

0L

n a A 1AM m A" n 0 00 100 11 A" 1 N "R 1 1
60 860 L0k 9E€'C /Z'€ G6'C 8E'E 667 /8T SOk Ok €2'F L9k €0k ¥O'L OEL TVl 8Lk LL'Z 2L 9670 60k 2€L 20k GL'L 660 860
¢  po— 0
. » wra N )
N mﬂr | Eeo
N9 ~
N
N E €0
zZ
70 8
3
2
50 8
g &
of 90 g
g
N L0
3
'~ 80
)
5
o .
© 60
©
o't
o _ o
8 dsegdse'ygD uoloid g2 L2 dlbid
QOO GC [0 saibap] anue=aua] | 09 L60L TZH] PO doams | QEvONYLS adi] wnmads I e T
PAHOI0E0THD b (A WED ey s U e |
Faeal NG3 T Frdl ) g Eupg TE SUeEuEl] JoegN Gl B
0 6a¥ TZHAT Fanbary PEPTTOENDE 12 974 UOILd E2 1T GhPdiE SHvd SO0 =0 EeuR] ENERs SUER 3
EI0E 1T GWES @] | IO Lo WE] | IC It aiPd ARG | DBRD L (oaa) S| UDQSIDoY |




€91

[DAD Wd ZHIN §T1 “JOUS[EINA0II D NINY 3P 01303dsg

(wdd) Yys redlwsyd

ok or4 o€ ov 0S 09 0L 08 06 00} Okt (748 o€} ovl 0S|} 091
0
10
A
€0
P
o g
3
B
" N
g0 g
=]
. @
_ | 90 3
g
N .
¢ g L > L0
i e | B > LN
© \S) | | L . nh
=4 | I Py NG o o 80
o - H w
_ m o8 o
= hg ©3 ®L 60
% % .r m a ol
_ @ N —
o S 5 % S5y
[$)] p N — —_—— _—
~ ~ ER- AN dso'ygO uoqied g2 +e diiid
ODDEC [0 saibap] anpe=aua] | I SEE ZHT P G535 | Oewanvls S WEsads BIBC LOFEL  [ZH) a0 wWnmoads
PFAE030E0THD TEAE 00E WET) Jas0ay s SADG g
DEGG0 W0 S0 [ L TFEL  SUSSUEI] JoJequny TEL SMAONN
OIGTH EHA ey FRPYIOELOC 1T 94 UOTED I |T LW SL8vd SOIF0eNSSIEEUAD EIGERSEND SUEH 3
EI0E IZ P4 GWES &80 | CHOZ lZ g9 FEq | Ut {5 WAL | COIE | [os] ol | Lorsmboy |




DD W ZHNG L ‘[0US[In20[10 0p SET LA 9P 0noadsg

0GZ sueds Jo Jaquinu
1d/zH 6252L€°0 = wdd 0/LTH'€2E = ZH 90'PTHPT ‘UIPIM
sjulod 9£GG9 19ZIS uleWOp SWIN

ZHW 698/8%°'G/ :'bady soniwsuen
PUNO\ZZ TZ 9TH44 eUU\VANI -NWH\d"** 3|y

TIPSy swd/wdd  zezroge fwd/zH
0000°0 :49 000°T g1

sjulod xa|dwod g9/ 7€ :9zIs passadold
ZHW TZE08Y'S. wdd o jo *bady <geTidep> :dxe

0T 0c¢ o€ ov 0s 09 (074 08 06 00T

Wdd
| | | | | | | | | | |

W o
A i g

— %i%%;%%%ﬁi{%%

O OV MVNROVYTAN NG NTLLON NI ) < - =Nl
N DO ONVINNVO T NN N ND O < ~ o
O OAYMOBORNNRNLN O+ QONO T ™M . — N <
<+ RO OOWVHON™ M VOWVS M M @D ~ n o
T NOD ANTOOND O NM T LILNO oY © o © L
o HAH NNANNANN M MmO 0n6 s < n ~ S

SETLdIA ¢T TZ 9Twid ey g sxHomulds

124!



165

WUy Jiys [gviwsyy) L4

4.5

o o o o 8
(qV] < © o0} —
\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\\
a B
q ELO
. —
® EO
E@ﬂ“ ;1—
i ' ’ﬂ i —
pad d C E
il E 0 o o
C U
g’ LI C & ja)
§ - 4 O
- = =}
1 ro £ 5}
' o P T
1 F = =
! - ks §
- £ z
N O b5
C < =
- O
fo N 2
?(Y)LL g
r ]
i - 8
Sy =z
- E
- g
- =
s 5
< 3
[ <
E g
F =

H




DD W ZHA 00S ‘[OUS[BINS0[I10 0p DYIAH 08e[o1100 9p edey

(wdd) Yys [eoiwesy)d z4
0 G0 Ol G 02 G2 0€ G€ 0¥ G¥ 0G GG

0G1

o
(@)
—

i)
3 ol

0

o
Te}

(WUU) Iy [EVIWEYY) Lo

991



DD WA ZHIN 00§ ‘[ON0JIsMqo op H NJAY 9p onoadsg

(wdd) Jiys reorwsyd

S0 o't S’ 0c S¢c 0e S'e oy Sy 0'S S'G 09 9 0L
1 I I | n 1 1 ™ M 1 __
$0'€ 2L’ 22'¢€ 26C 2L’ 16C ¥6¢C G6°0 gLl €0l €0}
IJ[., - { B st - 0
I~
w0 w
s = K0
N
[ P ._V .
SR 20
|
N
N &
€0 3
D
=
[0}
o
vo =
@
>
o
Z
S0
90
L0
N dsa oeoeuaSSIp -UOl0Id 2 €2 dliid
D008 [0 sabap] ansesdis] | Gt 5064 TZH) P Ooams OavONY 1S S| Wngoady IBGC OOFC | (ZH)9sg0 wWigoeds
PNE0I080HD BAOS [ WET) janaoy Izs NS Faid
¥l NG [0 BECcl  MN0D) DG [EUDL( ¥ SUSISURI] Jo SNy Hi B
O nor TZHAT Fausnbaig PUPFIOELOC bz 9od U00id #2 £C ALWAC AlHvd SO0 EeuA]) B SRS 10 HUEN A
EIOE 1T GWES @EG | EI0 974 WE0 | FC CL aied AL | OEF0C (098] olll] Lonsmboy |

L91




10D we ZH T T B [01[031smqo op D NINY 9p onoadsy

(wdd) yiys reaiwsyd

(] 02 0€ o 0S 09 0L 08 06 00} O}1 ozt €l oyt 05+
%11{:!1 0
L0
20
- o €0
2 B,
= w
_ L vo &
L 3 3
| = N 5
\ & > 8 G0 N
N o | o o
& Lal 8 o 5
A &2 Y ~ g ©
Ao o ] o R > <
= O % 1N} N o - 3
f® N Qo N L0
o R © o
B
80
60
Y o1
N NN
o N _ o
g8 ® dso'OVOV1H3SSId Uoqed +g €2 dliid
D00 5L [ sabop) altemaiE] | EE TZHY (DA dag OuVONVLS Sl Wrsadg BT IAIEl M) EEp Wiisadg
EWHOJOED HD WRAOS [ WeD Ay Inazs SNDTg
DECSE Ao Sod OECE N0y S [Fubug O00C  SUSISUEI] J0 SNy TEI SRR
(] TZHA A=Ay PUPTIDEIDE 12 99 UOGED #E £C QLM J1HvVd SUOorE=0EeuAD) ETEams 1D SR a1
ELOE 295 GWEg AEg ELOZ L2 99 8] | ¥ EC QbF4 R | CODE | (098] ol | UDRSmboY |

891



169

wuu) JIYysS [eviwgyy
\ ) HIYS eVl l'k)ol-:l o

o o o o
& ¥ © o 2 ¢

1.5 1.0 05

2.0

2.5

45 40 35 3.0
F2 Chemical Shift (ppm)

5.0

*

Mapa de correlagdo HSQC do obtusifoliol a 300 MHz em CDClj;,



170

\WIUU) JIYS [SUIM9YY |

50 45 40 35 3.0 25 20

o
o
o O e o
‘\\\\ \\\\‘\\\\ \\\\‘\\\\ \\\\‘\\\\7
e
O
& iR s ;
4] ng L Eo.
ﬁ@@B il g £ oy
- 10
;1-

i

r

F2 Chemical Shift (ppm)

Mapa de correlagdio HMBC do obtusifoliol a 300 MHz em CDClj;,



1Dd we ZHN 00§ © [02dn] 9p OPe[IXOIPIY OBU J9)SY 9P LIMSIW EP LIMSIW P H NIAY p 0n0adsy

(wdd) yys rearwsyd

S0 0l Sl 0c ge 0'¢ S'e oy a4 0'G e} 09 S'9 0L S'L
M
L
8
G0°0
0L'0
sl0 &
3
2
N
g
020 3
@
2,
<
eraly]
o
S
0€0
» dse'5-Tvd -H NIWY
Gt geas [ZHI (R 03 TFEE POFC_ (ZH) 19500 Wnossds MG SNDg =g
[ BOLTE o) S0 ESCCl  nog) SIiod [Pubig UELEF, ] Hi SERNH
[ OEBEF ZHAT Fousbay Y e e e e e e e e e T SUEN 3
356408 G00C UnT B =] | SEPl C_[oes] SW UDQISTEOY |

SHIOINALNY SOH'IVAVIL INA SHAIOIYVNIdVd
‘g VAVIY 'd Q€T ‘HI) AVATINN VOLLINDVIA VIDNVYNOSSTA dd SOALIAISH -9 I- OXANV

ILT



10 we ZHW ST ® [0adn] 9p OPE[IXOIPIY OBU I3)SY P BIMSIW ep D NINY 9p ondadsy

(wdd) Yys reoiweyd
02 o 09 08 001 0z1 orl 091

.ll!.lrlJ. _IJ,-E__._ __ LA I | | Tl o
5 IR = 500
) a r
© - -
o S S F
| | S pes —
N o r
—_ oA -
2 |y al £, .
| >N Z.ﬂ o @ - .
M o|e N a e by nr — 00 =
4 o | 9@ g o C =]
o b | hu w O o) o L 3
5 oo™ @ —3 - 2
a2 ® o w SN L Q
Lo © N S C =
< PN s N o © » =
- 10 8
@w _\_m @ r @.
N o] N <
© | = -
23N I -
— 00
3
& Pl
FES9I0E | FOFFLIGIEE  [ZHI 18500 WRESEdS | UNDUNIR SIUSTDeE B5d
[ TIOLEL UMD SIGd OTT6E  IUN0D SIUMd [EWDU0 [ UEDEA (1777 [ DEL STEENN
| [ [ZH W Fouenbald PUREEZ0 £HE0G00Z-2EDI8Id S0Q3a033 S0P 30|J\00S2 MEREURD EISI=EM0 GWEN 8
OZ-FZ-0} 600Z UNT 21 e | COOT L [085) Sl Lomsmay

LT




eLl

10D we ZHW 006 © (Joadn] 3 BuLIture-¢ ‘0 "d) SOP[1AdE SouddIo)n eImsIu ep eImsnu ep H NINY 9p onoadsy

(wdd) yys [eawayn
S0 o'k gl 02 5'Z o€ g'e oY SY 0's g'g 09 g9 0L g/

99°¢—

LS~

6L°0
6.0

080~

1800

88°0—
y0'¢

LO 2t L06002-1E

Aysusju| pazijewloN

Ot 6065 TZHI PP 0235 | Q-vaNvYLlS S0 ] [ads |GCC oove | (ZH)2o=g() Uumgoads PWHOZ0E0 THD

JLISANS

! WED BAEaay Inazs DS i ¥EEOl NG D0 FECLI M0 DG [EUDLD | o1

SISBUEI] J0 SRy

HI ST o oo TZH AT Fouanbay PUDT [0 CII0B00C- E\oldld Semia0s] S0p S(]|3000y==(] ENEUA]) ENLEES( 1.0

HUEN 8

B00E T1 uer GIETg W | BO0C ok a1 | 1€ TLRLLD | BEFDT

(e




[DAD wd ZHIN [ & (Joadn| @ BuLiwe-¢ D *ov) SOpe[Iaoe souadiolLn emsiu ep emisiu ep D NINY 9p 030adsg

(wdd) yys reotwayo

ol 02 0 oy 0S5 09 0L 08 06 00} oLk ozt ock ork 0S5+ 094 0Lt
Lo-
» 4 0
‘ 1’0
| L
|
I | m 20
( | w _
4 i ! L o
IS o a €0
~ - o
& | | o J.: B % _l © z
I N o (%] S 0 =
L I g |5 o 3
© | o N _ » =
n N
5 -
e | I _m S 2 so &
off I E Ty b % = El
! &) NN & & X o
b /?u hu o N o» - 90 3
M _/_L @ ] RN Sy~ IS =
© W. N ® N ﬂ S
al X = w L0
o *|1&1 ||| 8 Ly
83 | o
8 — 3 3 ” 80
~ § 58 Ls
3R o & o 60
- . b S o
> ol x I, g
SN 5 0
= @ b
. B
8 L
Q €0 21106002-1€
SHNLVE=dNEL LNy () saibop] asgemdwa] | S TZRI P deamy OavaNvYLS e FI9E OLEl  [ZHIPP=g0 Wngoads,
FS03080 1H EE [ WEE) Jantsoay Tags ]
] T SO Tocoe AW Smog [EuibL T SUSSUEL] Jo Uiy Tl EC=]
[T EHAT Aauanba] PUDTED Chi0o00c E0bld Somadsy S0 S|P 00 s= EIeUR) ElgEms 10 SWEN 3]
VLT BOOC C 1 Uer e &eg | OOl Uer =G | T TR | 00T | oos) Ul ooy |




[DAD wa ZHN 00§ & pdvu’ 3p ope[ost [oadn[ 9p 0jerade 0p H,NINY 3p onoadsyg

(wdd) 1ys [eonwayd
ok gl 02 4 0€ ge 0 R4 0'g GG 09 g9 0L gL

_._ [~
I 10
% o ©
20
€0
¥0
N g
I g0 7
B [0}
2 2 g
of ¢ © =
whw 90 &
o
g L Z
% Q L0
(4]
80
60
0l
o o _
S L0210 21 Je uojold N
FrEoarT [ZHT I O5aWs | OavaNvLs SO WNER0% | AUGE BrCe | EH)=al( Wiioads FNHC0I0E0 HD LEADS
[+ UIET) BA=Tay nazs SUNDg S5 Focal L) S OFC0F  Juno)) S [eumeag | Gl SIUSYsuEl] j0 QU]
HI BT 5 0o TEHA Fueban PUPT TOZIOC ¢ JEf UCwld [\O0ps=(Ee0h,) B Eiesy 1.0 ETEE]
THIZ T} BN GLETS @E) | CWOC CF =N e | N UG | GERI L (ooa) aul] womsrboy |

GLI




[DAD Wd ZHIN §T1 & pdvuup’d 3p ope[ost [oadn] 9p 01e380E 0p D NINY 2P 01193dsg

(wdd) Yys rearwsyd

02 o 09 08 00l 0zl orl 09l
PRI N T T T T U T T A T T T T T T T T W T T T T T W T T T T T W W T T O T W T W T W T T T T A A B A B A A
0
500
00
GL'0
020
y
&l & 520 &
a2 ||l :
| £ 0£0 ¥
[ee] o
| h -
A \SH R SE0 2
NP T & | 3
—|Ele 5823 |3 2
= oo G @ oro <
S =2 .r
S n® 2 S0
R g Le g
o & ) o
L @ @ 050
—-o
N
G50
1=
N NN
o NN
S dse D -N-1vd
000 5C [0 saibap] aimesdia] | |6 Gol0E TZHI PP G5amg OUvaNvYLS S0 NEa0% | G150 J0lEl  [H/ o0 Wpadg |
PNH030E0 HO WRADE (L3 WET) JaAay s soUenbes oad ] A0 T OEior o)) Sod eubhg
055l SUSELE] o Jeguiny TEl ST [ FHA forenbEy P ICPE=EEUR]) ENEI=S 10 EETET
TIOZ A1 B0 durEg ey ZIOZ 81 10 JE | U0l fi5 SR | GOOE | (o=s) ol | uonrs

9L1



LLT

10D we ZHW 008 © sapioLwuLind g op opejost [oadn] ap 01e3a0e op H NIAY dp ondadsy

ot St 0¢ x4 0¢e

(wdd) Yys reoiwsyn

S'e 0y

Sy 0'S

S'S

09 S99 0L

- 500
L z
L ]
- 5
C 0L0 5
@
o o}
C 5
C 3
C 2
fC N r <
<) n r
@ -
= G0
| - L
o B
h -
Nl e -
Y e
@ L
I~ _
oo~ = R —
3383 3 L0002 22 Bny uojoid 62 Id
Q00EC [ sabsp] aimesdLa] | 0F 168l FHI PP 0oaWs | O9vaNvls S ] WnEsaas BCEEBOAC  [ZH) R0 wngoads
F-WE0d0d0THD W05 [T e ] s SN0Sg =g
FaEDL e e ] FELoL  Mnog suiog [EUbug 5 SusrsuEl] 0 SSquing HI SN
oF aar FHABUSEaT | PEPT LO0I0Z iC Dy Uogild g dicadioidid Somostey sop SO 000 U] ENEE=E D e S
OLOE L By OWES @] | DL Lc oy e | 8z TR | OERDZ  (0os) ol ] Uoasmboy |




DA we ZHW §T1 © saproLwuripd -g 3p opejost [0adn] 5p 01e130e p D NINY 9p 0noadsg

(wdd) Hys eorwsyn

0c (014 09 08 00} oclt (0,41 091
P I T T N U TN S S YO T T N TN S YO NN YT T [ T T T N N T [N S T Y I S YT S N T YN S YT S N T T S YT T N T T S T T T T T S A S T
0
S0°0
I 0L0
e 3
e o n o N S0
= SR z a 3
w [N .h. N N oz
@ . » kv { & N N 020 &
RS IS o =]
= N o o N 3
2o @ I @ D
H|®o© a > Gz0o N
= gIie ¢y g R g
focdS g J/20E5)L 8 g
N © R BL oL GO o=
N i > ® o R o 0co0 8
& r N @ g o T o 2
<
je1oN0]
(0} 40]
Syo
—1=
N NN
o NN _ _ .
SIS L00LOZ L2 Bny uoqred 62 Id
UHMF HE 1) SRR BRIEIERIN | o SRR NEHT LR wesaniy UHTUNYLS AL LUV LU EREY LbBEYL [£HF JESRLE NI
-AEOI0E0THD TBAI0S ()3 WES JBNEIEN [ SIUENDeS 85nd
EI TUNG SIod [ T T S T TO0F  SIUGEUE] JO JequnN TEL STEENN
0L 5Tt TZH W Aouenbeld DUEY ID0M0C It DNy GOGIED Ge JdEcadioldld Senoedss S0P SO 00Mse 0 EIeuhD BN aes s BWEN B0
00T L2 BNy TWFELS &IEg THIE Iz by BIEQ | ] TSI SOOC L (965 Gl Lomsmboy

8LI



[DAD wd ZHIN 00 © [0adn| 9p OPE[IX0IPIY 131s9 P BIMSIW BP H,NINY 3P onoadsg

(wdd) Yiys rearweyn

S0 [N gl 0¢ *x4 0€ g€ (V84 Sy 09 g9 09 g9 0L gL
v beene bbb b b bevn beene b b b b v b et e b bt b b bevs b b b beann b beven,
! i) C
SO ! B
339 C
S 2 ~ u
h N
il J L
| L
= I~ G00
| L
) -
| L
L z
L g
o
S
S r @
N~ C 2
= W r 5
N L =
© - g
L 8
L <
= GL0
| -
scobul L
N oo N o2} Iy
©o RO R~ O © !
FFE6EF [ZHTEpip deams _ ELCE Pzt (ZHJ 18300 UNLGDedS _ uRauydn aauenbas asng
_ g39.2F UG SH0d OFZOL  IUNO. SW0g [eWbU _ UEUEA WhUD _ HI SNSNN
_ QE"6EY TZH AT Aouenbard PIFDLE1D THIDE00Z-E COSENNDIEId S0HIS083 300 30|d'\00Iss OEEURD ElE=En aLUeN &
Z1-5Z0E 500 Unr 2L C] _ OEFOT  [oes) BUN] Lomsmboy

6L1




081

DA W ZHW §Z1 ® [03dn] Sp OPE[IX0IPIY J31s9 9P BImiSIW Bp D NIAY 9p 0n0adsy

(wdd) Yys [eolwsyy

02 oy 09 08 001 ozt ovk 091
PR I IR S M N T T T S T T T S AN T T S T N S Y T [N S T S S N T S T SN S S M T T T T AN T S T N T T S T YO T T S I T T S T S T N T S T S [ T T T S N U M HY
" E o
i E 500
3 E 0410
LI i I 3 a £
2N < — P -
of [ ﬁ i .ﬂv NN J > E o
ol NN o E GO0
> oll B & oy U b E
00 J> (4 D o v = =5 b4
@ —>° g @ ® o = o
IS | & » E 3
— { g 54 g A
S I YR E 5
W = n q sn E @
a s o @ E Q
33 3o 9 E 5
°o 2 > | 83 =AY w
@ NN o %)
© 5 Ak E Z
8 g r = e
> @ = 080
< E
)
E ov0
n
.FO — —
S 20 21 1L06002-€ oosely
SENLvE=chaL LNSIGRY [0 Peibep] eimeredwe] | TG CEL0E TZHT WDiAA GOERE TovONYLE BN WLDe0E BISC L6lEl  ZAJ18G00 Whaeds
FRE0J0E0THD Tan0s D09z WIED JaNBaeH (43 SI0eNHeS BaNd
IESET 0D SO OEZEE TUN0.) SIW0 g JEUDLC aFat SILIESU B 0 J8QIUTN 21 HTSENN
oL'ser TZH AW Fouenbeard PUPLTEO THHOSO0E-£ C0SENDIAd S0n0eds3 S0P SOIdoyssdiEIeulD ENSIEsneD BWEN &
e00g 21 uer dwes &eqg 6DDZ 1 uey [-H ] _ [S= =T =0T TLSLLIEM D SOoeE" |1 [ECFETT Ea.ﬁ




z/w OM.VV

oee 08e O%mw

(074
.__7_7__-—_.-

sceg L

STI-S# UIWO'Z-T'0 'S+ P g 944 edeuikd

+Z8e 60t

T 1_.— L T T ™ Ty e
8 c6€ T9CE E8E

HOLX
|F-suaiyp

181

€ LS4 -[OU)IBO[OIO BIOUR)ISANS BP BSSEW 9p 01)0dsH

SAAIOIIVNIYVd "4 4d SVAV'I0SI

SVIONVY.LSANS -TI0 AOLOYDIN WA ASITYNV 40d OAILIO SVSSVIN Ad SOALIAISH -V T~ OXANV



Zz/w [efc) 4 ot

ocr

oor

08se

09g

R ey o 111 S

c8/e-05t +O8E T+t

<@
) B B rS6ELTH
ETT-6# UIWG T-2°0 ‘SW+ P'2Z TZid eleukd

<

>

8£8£°60t

!

€6E°E6E

. g

c9oTEESE

ove
wwhmw%mmm

Po6ec ere

(431!

p-LSANS [0Ua[PIN20[o10 Op sesseu 9p 0noadsy

GOLX
“sualu|



z/w oLt oo oee ose ozg

T T _F ™ =TT | _ TETT T T T T T _ _. T v T _ — _ [T T T LN B _ _ — _.. T T
g 994°p0 ob9£'S6€E osee /9€ L

zdge - 2dgE TTt
6t T2H S8bE°69€

rosereee TozEE8E I
968 €T |

rH8E 9Tk 0/26°29€
968 /2 L
E'S I

+Z8€ 60t

SOT-S# UIWG T-T°0 ‘SW+ P2 €244 eleuid

€81

S -1S4NS — [01[0JIsnqo Op sessewl 9p ondadsyg

$OLX
“suay|



z/w On.uv Omm” 09e me OWM

[T [T T T T T ey T e o
_ 1926°29¢
F L
-2
-e
608€"60t
-
01X
£1T-b# UIWO'Z-T°0 'S+ P"(Yesed joadn| de)ezld eieukd  Suown

L-1.SANS — saprorivurind ‘g ap ope|ost [oadn] 9p 0Je}ade Op essew 9p ondadsy e

‘SHIOTTHAINY SOH'TVAVIL INH VdVIV 'd d SHAIOIYVNIYVd "4 4A SVAVTOSI
SVIONY.LSAAS -TI0 AOLOYDIN WH ASI'TYNV 40d OdILIO SVSSVIN Ad SOULIAISH -9 ¢- OXANV

12!



z/w mwv OW.V Sy oLv mh_u.v On_u.v m@m O@.m mM_wm

FS0

€r8E 601

| goLx
OTT-S# UIWQ'Z-T°0 ‘S+ :P’(gloadnj De)N~eleuid .mw:wE_

9-1.S4NS -vdvuw°g ap opejost [oadn] 9p 0Jea0e Op BSSeW 9p o1dadsy e

e8I



Intens.
x106

1.5

0.5+

0.0
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ANEXO - 2 C - ANALISE POR LC-EM DE SUBST-1 E SUBST-2

Analise por LC-MS:
1. CLAE:

Cromatégrafo Shimadzu UFLC com sistema bindrio LC-20AD, detector SPD-
M20A, injetorSIL-20AC HT, forno de coluna CTO-20A, CBM-20A

coluna Kinetex C18 100A, 2,6 um, 150x2,1 mm

sistema isocratico ACN/H,0O (98:2) a 0,3 mL/min

injecdo 10 uL da amostra 1,0 mg/mL em i-PrOH
2. EM:

Espectrometro de alta resolu¢do microTOF-QII Bruker Daltonics Inc, fonte
APCI no modo positivo

end plate -500V; capillary 4000 V; corono 5000 nA; nebulizer 1.6 bar; dry gas
2,0 L/min; dry temp 250 C; vaporizer temp 450 C.

Scan range 50-3000

Calibracdo interna com solu¢do tuning mix APCI (Fluka) modo enhanced
quadratic.

2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]

[E==LC_MS_APCI Cyn_Fr5_3_44_46_jul_1-44_01_40.d: BPC +All MS —LC_MS_APCI Cynara_Fr5_2_42_jul_1-42_01_39.d: BPC +All MS

Cromatograma de fons totais (vermelho tirucalla-7,24-dien-3f-ol e azul butirospermol) na anélise de fase reversa nas
condicdes acima.



Analise por LC-MS de tirucalla-7,24-dien-3§-0l- SUBST-2
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Intens.
x106_

1.25
1.00
0.754
0.50

0.254

0.00 -7
0

2

4

6

1I6 Time [min]

[—LC_MS_APCI Cyn Fr5 3 44 46 jul_1-44_01_40.d: BPC +All MS

Intens.
x108
1.25

1.00

0.754

0.50

0.25

393.3528

409.3857

426.3846

441 '|369 1

+MS, 9.8-10.2min #586-610

456.3836

0.00

390 400

410 420

430

440 450

470 miz

Intens.
x105

426.3846

427.3918

428.3943

429.3966
A\

+MS, 9.8-10.2min #586-610

426.0 4265

427.0 4275

4280

4285 429.0

4295

430.0

m'z

Amostra

lon

Massa observada

Massa teorica

Erro (ppm)

Cynara Fr5-3 44-46

427391800

427,393900

4,91
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Analise por LC-MS de butirospermol-SUBST-1

Intens.
x108

0.5+

0.0

2

4

6 8 10

12 1'4 Time [min]I

[—LC_MS_APCI Cynara Fr5 2 42 jul 1-42_01_39.d: BPC +All MS

Intens.
x108

393.3521

409.3845

426.3841

‘ 441.3678
| 1 1 Lt |

+MS, 10.6-11.1min #633-663

456.3830

Intens.

><105_

0.8
0.6
0.4
0.2

0.0

380

400

420 440

460 480 miz

426.3841

427.3913

+MS, 10.6-11.1min #633-663

428.3947

426.0

4265

42‘7.0 42‘7.5

428.0 428.5 mz

Amostra

lon Massa observada

Cynara Fr5-2 42

h 427391300

Massa teorica Erro (ppm)
427,393900 6,08
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