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RESUMO

A crescente preocupacdo com a conservacao e a valoracdo das espécies florestais
da Amazobnia, aliadas as descobertas de novas substancias provenientes dessas
espécies, tem tornado a buscar por principios ativos cada vez maior. O grupo
‘Plantas da Amazodnia: Quimica, Quimiossistematica e Atividade Biologica” (INPA)
desenvolve investigacdes fitoquimica a partir de residuos madeireiros. Neste estudo
foi avaliada a espécie Cedrela odorata L. (Meliaceae). O material, proveniente de
demolicéo, foi disponibilizado pelo projeto INCT Madeiras da Amazénia através, do
LTM, apo6s prévia identificacdo e utilizada na investigacdo quimica e avaliacdo da
atividade antifungica. Apos os fracionamentos cromatograficos e analise por
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), o trabalho com o extrato
hexanico resultou no isolamento do sesquiterpeno cadaleno (1); na obtengdo, em
misturas, dos triterpenos cicloeucalenona (2), a e B-amirenona (3 e 4) e o acetato de
butirospermol (5); dos esteroides B-sitosterol e estigmasterol (6 e 7), além do
isolamento do limondide mexicanolida (8). O fracionamento com extrato metandlico
conduziu o isolamento do limondide gedunina (9). Ao considerar o elevado potencial
biolégico dos limondides, foi realizado o ensaio antifingico com o mexicanolida
frente as cepas de Cryptococcus neoformans (VNI WM 148/08), Cryptococcus gattii
(VGIl WM 178/08) e Candida albicans (ATCC 13803). O limondide mexicanolida
apresentou maior atividade contra as cepas de C. neoformans (CIM 160 pg/ml)
através da técnica de microdiluicdo em caldo.

Palavras-chave: Residuos madeireiros de demolicdo; Mexicanolida; Limondides;
cadaleno.



ABSTRACT

The growing concern about the conservation and valuation of the Amazonian forest
species, together with the discovery of new substances from these species, has
become increasingly active. The group "Plants of the Amazon: Chemistry, Chemistry
and Biological Activity" (INPA) develops phytochemical investigations from wood
residues. In this study the species Cedrela odorata L. (Meliaceae) was evaluated.
The material, from demolition, was made available by the INCT Madeiras da
Amazonia project through the LTM, after previous identification and used in chemical
research and evaluation of antifungal activity. After the chromatographic
fractionations and analysis by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy,
the work with the hexane extract resulted in the isolation of sesquiterpene cadalene
(1); (2), a and B-amirenone (3 and 4) and butyrospermol acetate (5); of steroids [3-
sitosterol and stigmasterol (6 and 7), besides the isolation of the mexicanolida
limonoide (8). Fractionation with methanolic extract led to the isolation of the gonadal
limonide (9). When considering the high biological potential of the limonoids, the
antifungal test with mexicanolide against the strains of Cryptococcus neoformans
(VNI WM 148/08), Cryptococcus gattii (VGII WM 178/08) and Candida albicans
(ATCC 13803) were carried out. The mexicanolida limonoide presented greater
activity against the strains of C. neoformans (MIC 160 pg / ml) through the broth
microdilution technique.

Keywords: Demolition logging waste, mexicanolide, limonoids, cadalene.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, pois € detentor de mais de
20% de todas as espécies da fauna e flora existente na Terra. Entre os 17 paises
megadiversos, é considerado o principal (MMA, 2018). Possui cerca 8,5 milhdes de
km?, o que equivale a aproximadamente 50% da América do Sul e, é o local onde se
encontra grande parte da maior floresta tropical umida do mundo (MMA, 2018),
sendo uma das principais produtoras de madeira tropical no planeta, perdendo
apenas para Indonésia e india, em volume de producéo (figura 1) (OIMT/ ITTO,
2016; VERISSIMO e PEREIRA, 2014; SANTOS et. al., 2013; VERISSIMO, 2006).

Em 2001 havia registro de aproximadamente 3000 espécies florestais
identificadas na regido da Amazonia legal com potencial de extragdo madeireira
(BARBOSA et. al., 2001), porém, apenas algumas delas eram extraidas para fins
comerciais e devido a isso certas espécies foram e estdo sendo extintas por meio de
sua exploracdo concentrada e desordenada (CARDOSO et. al., 2012; BARBOSA et.
al., 2001).

Atualmente a producdo brasileira de madeiras tropicais se concentra
principalmente no do sul do Pard, Amazonas e Mato Grosso, enquanto as
plantacdes estdo localizadas nas regides nao tropicais do sul e sudeste do pais. A
producdo aumentou ligeiramente para 29,2 milhdes de m® em 2015 e 2016 (figura 1),
embora a produgcdo em geral tenha registado uma tendéncia descendente nos
ultimos anos. A industria madeireira no Amazonas tém sofrido reducdo na
disponibilidade de madeira em toras, e isso ocasionou o fechamento de muitos

operadores do setor (OIMT/ ITTO, 2016).
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Segundo Santos et. al., (2013) foi observada uma forte redugcéo na producgao
de madeira nativa entre os anos 1998 & 2010 de 28,3 para 11,6 milhdes de m3. Para
Verissimo e Pereira (2014), essa queda expressiva na atividade do setor madeireiro
foi associada a trés fatores: a substituicdo da madeira nativa por madeira plantada; a
utiizacdo de materiais como aluminio e plastico usados na construcdo civil,
fabricacdo de moveis entre outros e; pelo acirramento da fiscalizagdo ambiental

contra as madeireiras ilegais.
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Fonte: Resefia Bienal 2015-2016. OIMT (ITTO), 2016.
Figura 1: Principais produtores de toras de Madeira tropical

Com base nesses dados pode-se afirmar que houve uma alta produtividade
de residuos madeireiros, e isso estimulou a busca por novas formas de
aproveitamento sustentavel desses residuos. Porém isso s é possivel por meio do
conhecimento geral dos aspectos tecnologicos, fisicos e quimicos da madeira de
cada espécie para entdo, com base nisto, explorar os recursos florestais de forma
mais adequada, e possibilitar um gerenciamento mais adequado desses rejeitos
(CERQUEIRA et. al., 2012).

Nascimento & Colaboradores (2012), propde como uma das alternativas para
0 aproveitamento de residuos madeireiros no Amazonas, a producdo de Pequenos

Objetos de Madeira (POM), por proporcionar diversos beneficios que incluem o
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incentivo a cultura tradicional, geracdo de renda além da insergéo e capacitacdo de
alunos da rede publica de ensino, nestas atividades. E em outros estados brasileiros
tém surgido propostas de aproveitamento de residuos como exemplificado pelos
trabalhos de Abreu et. al., (2009) e Cerqueira et. al., (2012), que consideram a
producdo de POM’s uma alternativa favoravel para minimizar os impactos
ambientais ocasionados pelo acumulo indevido desses residuos no meio ambiente,
além de difundir e valorizar o trabalho artesanal.

Outra forma de aproveitamento dos residuos madeireiros vem sendo
difundida no Amazonas pelo grupo de pesquisa “Plantas da Amazénia: Quimica,
Quimiossistematica e Atividade Biologica”, que tém realizado diversos estudos
fitoquimicos em busca do conhecimento de quimico e/ou potencial biolégico, a
exemplo, Hayasida e cols. (2008), investigaram os residuos madeireiros do cerne de
pau-rainha (Brosimum rubescens Taubert, Moraceae), evidenciando um alto teor
extrativo (19,87%), além de constatarem a presencga de xantilentina, uma cumarina
com atividade antiplaguetaria (TENG et. al., 1992), herbicida (ANAYA et. al., 2005),
dentre outras.

Horta e cols. (2010), investigaram o0s residuos madeireiros de Guarea
trichilioides  (Meliaceae) constatando a presenca do piceatanol, um
tetrahidroxiestilbeno com propriedade antioxidante e antileucémica. O grupo do
LQPN em parceria com o Instituto Nacional Ciéncia e Tecnologia Madeiras da
Amazobnia, vem realizando investigacbes fitoquimicas a partir de residuos
madeireiros de demolicdo, como é caso do cedro-rosa (Cedrela odorata L.), o qual

foi objeto dessa pesquisa.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

v' Realizar investigacdo fitoquimica e busca de atividade antifungica em

residuos madeireiros de demolicdo de Cedrela odorata L.

2.2 Especificos

v' Purificar, Identificar e/ou elucidar as estruturas das substancias encontradas
nos extratos, através das técnicas de Cromatografia Classica, Ressonancia Nuclear
Magnética e Espectrometria de Massas;

v' Comparar as substancias presentes neste residuo madeireiro de demolicdo
com outras encontradas em estudos anteriores realizados na madeira desta espécie.

v' Realizar a busca por atividade antifiingica, através da técnica de Microdiluicdo
em Caldo.

v' Contribuir para o conhecimento quimico dos residuos madeireiros de

demolicdo espécies amazobnicas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Constituintes quimicos da Madeira

Os constituintes quimicos contidos na madeira relacionam-se com suas
propriedades e sdo importantes para definir a forma mais adequada de uso, bem
como sua caracterizacao tecnoldgica e protecdo contra xil6fagos. Sua composicéo
guimica pode ser dividida em metabdlitos primarios e secundarios (SEVERO et. al.,
2006; KLOCK et. al., 2005).

Metabolitos primarios possuem um alto grau de polimerizacdo como a
celulose, a hemicelulose (ou poliose) e a lignina, que sdo responsaveis pela
morfologia e estrutura das plantas (SILVA, 2002). A celulose é o principal
componente da parede celular dos vegetais e tem caracteristica de polimero linear
de alto peso molecular, constituido exclusivamente de [-D-glucose. J& as
hemiceluloses sdo formadas basicamente por hexoses e pentoses, algumas
possuem acido urbénico, com cadeias mais curtas que as celuloses podendo
apresentar ramificacdes. As ligninas sdo constituidas por sistemas aromaticos de
unidades de fenilpropano, que ajudam a fortalecer e enrijecer a parede celular
(KLOCK et. al., 2005).

Entendem-se como metabdlitos secundarios aqueles que participam das
interacdes de defesa entre as células das plantas e agentes externos como ataques
por pestes e doencas, garantindo a sua sobrevivéncia (BRAZ-FILHO, 2010). A
grande variedade desses metabdlitos, mesmo estando em pequena quantidade,
confere aos seus extratos: cor, odor entre outras propriedades e, podem sofrer
alteracdes causadas por enzimas, produtos quimicos e radiacdes eletromagnéticas

(KLOCK et. al., 2005; FEIST e HON, 1984).
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Os estudos quimicos de madeiras estdo, em grande parte, concentrados nos
metabdlitos primarios, 0os quais sdo importantes para a sua caracterizagdo
tecnoldgica. Entretanto, os estudos dos metabdlitos secundarios ainda sdo escassos
e 0s que existem se relacionam principalmente com as suas funcfes ecoldgicas,
mas, podem representar uma fonte imensuravel de substancias farmacologicamente
ativas (MELO, 2016). Os estudos dos metabdlitos secundéarios encontrados em
diversas madeiras agregam valor as mesmas e auxiliam na busca de novas
aplicacbes para os seus rejeitos, além de proporcionar conhecimento sobre o seu
perfil quimico (GRANATO et. al.,, 2005). Neste cenario de aproveitamento de
residuos madeireiros, surge a oportunidade de investigar uma espécie do género
Cedrela (Meliaceae) que apresenta alguns metabdlitos secundarios reportados na
literatura como triterpenos, limondides, esterdides, entre outros, os quais podem,

também, ser obtidos através do aproveitamento dos seus residuos madeireiros.

3.2 Consideragdes botanicas

3.2.1 A familia Meliaceae

A familia Meliaceae pertence a ordem Sapindales (= Rutales),
compreendendo 50 géneros (Lista 1) e 705 espécies, divididos em duas subfamilias:
A Melioideae, possuindo 36 géneros e 585 espécies, sendo que mais da metade
das espécies pertencem a apenas 6 géneros: Aglaia (120 espécies), Dysoxylum
(80), Guarea (75), Trichilia (70), Turraea (60) e Chisocheton (50); A Cedreloideae,
possuindo 14 géneros e 56 espécies, cujo género mais representativo € o Cedrela
com 14 espécies cuja distribuicdo é feita por toda a regido Pantropical (Figura 2)

(APG, 2018).
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Fonte: http://www.tropicos.org/
Figura 2. Distribuicdo geografica da Familia Meliaceae

Lista 1. Géneros da familia Meliaceae, reconhecidos pelo APG

Aglaia Loureiro Melia L.

Anthocarapa Pierre Munronia Wight
Aphanamixis Blume Naregamia Wight & Arnott
Astrotrichilia (Harms) Pennington Neobeguea J.-F. Leroy
Azadirachta A. Jussieu Nymania Lindb.

Cabralea A. Jussieu Owenia F. Mueller
Calodecaryia J.-F. Leroy Pseudocedrela Harms
Capuronianthus J.-F. Leroy Pseudoclausena T. Clark
Carapa Aublet Pterorhachis Harms
Cedrela P. Browne Quivisianthe Baillon
Chisocheton Blume Reinwardtiodendron Koorders
Chukrasia A. Jussieu Ruagea H. Karst.
Cipadessa Blume Sandoricum Cavanilles
Dysoxylum Blume Schmardaea H. Karsten
Ekebergia Sparrmann Soymida A. Jussieu

1-9

10-99
¥ 100-999
W 1000 -9999
M 10000-99399
W 100000 +
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Entandrophragma C. E. C. Fischer Sphaerosacme Royle

Guarea F. Alleméo Swietenia Jacquin

Heckeldora Pierre Synoum A. Jussieu

Heynea Roxburgh Toona (Endlicher) M. Roemer
Humbertioturraea J.-F. Leroy Trichilia P. Browne

Khaya A. Jussieu Turraea L.

Lansium Corréa Turraeanthus Baillon
Lepidotrichilia (Harms) Pennington Vavaea Bentham & J. D. Hooker
Lovoa Harms Walsura Roxburgh

Malleastrum (Baillon) J.-F. Leroy Xylocarpus J. Koenig

Fonte: APG, 2018.

Durante muito tempo, as madeiras de algumas espécies de meliaceas,
especialmente dos géneros Cedrela e Swietenia, passaram por um processo de
elevada exploracdo em todo o mundo, sendo utilizada principalmente na construcéo
civil, o que levou ao esgotamento de muitas de suas populacdes naturais em
diversas regides do planeta (O’'NEILL et. al., 2001; LAURANCE, 1999; VERISSIMO
et. al., 1998; KEAY, 1996). Além disso, foram bastantes empregadas na fabricacdo
de moveis finos, bem como de outras maneiras (MABBERLEY et. al., 1995).

O metabolismo secundéario da familia Meliaceae € bastante conhecido na
literatura pelos registros de diversas substancias pertencentes as classes dos
alcaldides, flavonodides, esteréides, cumarinas, terpendides incluindo os limondides,
entre outros (BOGORNI e VENDRAMIM, 2005; MATOS et. al., 2009; LEITE et. al.,
2010; OLIVEIRA et. al.,, 2011 e SOARES, 2014). Varios limondides possuem

atividades biolégicas como antialimentar e repelentes de insetos (VALLADARES et.
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al., 1999; ABDELGALEIL et. al.,, 2001; SIMMONDS et. al., 2001; MATOS et. al.,
2009; LEITE et. al., 2010; SOARES, 2014), inseticida (SCHNEIDER et. al., 2000;
GREGER et. al.,, 2001; MATOS et. al., 2009), fungicida (GOVINDACHARI et. al.,
1999; ENGELMEIER et. al.,, 2000), bactericida (KUMAR e GOPAL, 1999,
ABOUTATB et. al., 2000), antimalédrica (MACKINNON et. al., 1997;) e tripanocida

(LEITE et. al., 2009; LEITE et. al., 2010).

3.2.1.1 Cedrela odorata L.

A C. odorata L. é tipica das regifes neotropicais, encontradas em florestas
subtropicais e tropicais Umidas e estacionais, desde a costa do México, através da
América Central e América do Sul, em terras baixas até altitudes serranas de 1200
m, com seu limite sul ao redor da Argentina. Pode ser encontrada naturalmente em
solos bem drenados, tolera larga temporada de seca, mas ndo suporta areas com
precipitacées superiores a 3000 mm anuais (PENNINGTON, et. al., 1981).

Na regido das Américas a madeira dessa espécie é conhecida como "Spanish
cedar’ e teve alta demanda no mercado internacional de madeiras para uso em
méveis de alto acabamento (KLEIN, 1984). No Brasil € mais conhecida como cedro,
cuja madeira foi muito explorada devido ao alto valor comercial (BACKES &
IRGANG, 2002). Outros nomes populares sao cedro-rosa, cedro-vermelho, cedro-
fémea, cedro-cheiroso, cedro-branco, cedro-paraiso (KLEIN, 1984). E comumente
encontrada na Amazonia, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica (STEFANO, et. al.,
2011). Sua madeira € bastante utilizada na confeccdo de esculturas, instrumentos

musicais, construc¢éo civil, carvao, carpintaria, marcenaria, chapas e compensados,
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além de outras partes serem usadas para fabricacdo de 0leos, artesanato e mesmo
com fins medicinais (CARVALHO, 2003; ROWEDER, 2012).
A lista 2 mostra as sinonimias botanicas de C. odorata L., de acordo com o

Missouri Botanical Garden (MOBOT, 2018).

Lista 2. Sinonimia na espécie C. odorata

Cedrela adenophylla Mart

Cedrela brachystachya (C. DC.) C. DC
Cedrela brownii Loefl.

Cedrela brownii Loefl. ex Kuntze
Cedrela caldasana C. DC.

Cedrela ciliolata S.F. Blake

Cedrela cubensis Bisse

Cedrela dugesii S. Watson

Cedrela glaziovii C. DC

Cedrela guianensis A. Juss

Cedrela hassleri (C. DC.) C. DC.
Cedrela huberi Ducke

Cedrela mexicana var. puberula C. DC.
Cedrela occidentalis C. DC. & Rose
Cedrela imparipinnata C. DC.

Cedrela longipes S.F. Blake

Cedrela longipetiolulata Harms
Cedrela mexicana M. Roem.

Cedrela mourae C. DC.
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Cedrela odorata var. xerogeiton Rizzini & Heringer
Cedrela palustris Handro

Cedrela paraguariensis Mart.

Cedrela paraguariensis var. brachystachya C. DC.
Cedrela paraguariensis var. hassleri C. DC.
Cedrela paraguariensis var. multijuga C. DC.
Cedrela rotunda S.F. Blake

Cedrela sintenisii C. DC

Cedrela velloziana M. Roem.

Cedrela whitfordii S.F. Blake

Cedrela yucatana S.F. Blake

Surenus brownii Kuntze

Surenus glaziovii (C. DC.) Kuntze

Surenus guianensis (A. Juss.) Kuntze

Surenus mexicana (M. Roem.) Kuntze

Surenus paraguariensis (Mart.) Kuntze

Surenus velloziana (M. Roem.) Kuntze

Em C. odorata, os estudos fitoquimicos tém sido realizados com diversas
partes vegetativas, sendo os limonoides os metabdlitos secundarios predominantes
em suas folhas, galhos, madeira e casca. Na madeira foram identificados limonoides
com esqueletos dos tipos anel lactona D-modificado (1 a 5), esqueleto intacto (6 a
9), do tipo mexicanolideo (10 a 12) e com anel B,D-modificado (13) (Tabela 1).

Ressalta-se a importadncia do potencial biolégico e/ou farmacologico da
gedunina (1) que é reportada como inseticida natural, principalmente para
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Lepidoptera (CHAMPAGNE et. al., 1992; ARNASON, et. al., 1993; CESPEDES, et.
al., 2002; OMAR, et. al.,, 2007), como antimalarico para Plasmodium falciparum
(MACKINNON, et. al., 1997; LAKSHMI, et. al., 2012), antitumoral humano de cancer
de pulméo em células NCI-H460 (CAZAL, et. al.,, 2010) e de ovario em células
SKOV3 e OVCAR4 (KAMATH, et. al., 2009). Também foram observadas atividades,
anti-Ulcera péptica (LAKSHMI, et. al., 2010) e antifilarial humana (Brugia malayi) em
hopedeiros vertebrados (MISRA, et. al., 2011), para gedunina e fotogedunina (3). Ja
a 7-desacetilgedunina (5) e a 7-desacetil-7-oxogedunina (2) demonstraram atividade
antiprotozoaria in vitro para Leishmania donovani, Trypanosoma brucei rhodesiense,

T. cruzi e P. falciparum (HAY, et. al., 2007).

Tabela 1: Limondéides na madeira de C. odorata

SUBSTANCIAS REFERENCIA

gedunina (1) Chan et. al., 1967; Burke et. al.,
1969; Campos, et. al.,, 1991; *de
Paula et. al., 1997; Mackinnon, et.
al., 1997

7-desacetoxi-7-oxogedunina (2) Bevan et. al., 1963; Chan et. al.,
1967, *de Paula et. al., 1997

fotogedunina (3) Burke et. al., 1969
la-metoxi-1,2-dihidrogedunina (4) *de Paula et. al., 1997
7-desacetilgedunina(5)

azadiradiona (6)

20,21,22,23-tetrahidro-23-oxoazadirona (7)
la-metoxi-1,2-dihidroepoxiazadiradiona (8)

desoxicedrelona (9) Campos, et. al., 1991
3B-desacetilfissinolida (10) *de Paula et. al., 1997

febrifugina (11)
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mexicanolida (12) Bevan et. al., 1965

metil angolensado (13) Chan et. al., 1967; *de Paula et. al.,
1997

*Cedrela odorata enxertada em Toona ciliata var. australis

Quadro 01. Estrutura dos Limonoides na madeira de C. odorata

(1) Ri=H;R2=0Ac (3)
(2) Ri=R2=0
®5) Ri=H;R2=0

(7) (8)
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CO,Me

(13)

Os triterpenos encontrados na madeira dessa espécie (tabela 2) sao dos tipos
oleanano, tirucalano e cicloartano sendo os dois Ultimos mais abundantes em
Meliaceae. Nos estudos prévios com alguns triterpenos tirucalano, o odoratol,
penteol e iso-odoratol demonstraram atividade tripanocida para a forma

tripomastigota de T.cruzi in vitro (LEITE, et. al.,, 2008). O odoratol, também,
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demonstrou atividade antitumoral humana de céncer de pulmédo (NCI-H460)
(CAZAL, et. al., 2010).

No triterpeno cicloartano cicloeucalenol observou-se, in vitro, atividades
antibacteriana, antifungica e citotoxica em células cancerigenas do figado humano
(HepG2) (KANDASAMY, et. al., 2015). O cicloeucalenol também mostrou atividade
antioxidante multifuncional (KANDASAMY, et. al., 2014) e, ao ser misturado com 0
lupeol produziu atividade hipoglicEmica (RAGASA, et. al., 2015).

Tabela 2: Triterpenos na madeira de C. odorata

SUBSTANCIAS REFERENCIA
odoratona (14) Chan et. al.,, 1967; Campos, et.
al., 1991
odoratol (15)
iso-doratol (16) Chan et. al., 1968; Campos, et.
al., 1991
pentaol (17) Campos, et. al., 1991

acido oleandlico (18)
3-0x0-treo-23,24,25-triidroxitirucall-7-ona (19) Campos, et. al., 1991
cicloeucalenol (20) *de Paula et. al., 1997

3B-0-B-D-glucopiranosilcicloeucalenol (21)

Quadro 2. Estrutura dos triterpenos na madeira de C. odorata

HO OH

OH OH

(14) R1=0; R2=B-OH (17)
(15) Ri1i=0a-OH; R2 =p-OH
(16) Ri1=0a-OH; Rz =a-OH
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kjo\%H

OH

(18) (19)

(200R=H
(21) R = B-D-glupiranosil

Os esteroides 22 a 24 (tabela 3) descritos para a madeira desta espécie sao
comumente encontrados no reino vegetal, porém os esteroides do tipo 24-metileno

colesterol (25 e 26) sdo menos comuns (CAMPOS, et. al., 1991)

Tabela 3: Esteroides na madeira de C. odorata

SUBSTANCIAS REFERENCIA
B-sitosterol (22) Campos, et. al., 1991; *de Paula et.
al., 1997
estigmasterol (23) *de Paula et. al., 1997

campesterol (24)

3B-0-B-D-glucopiranosil-24- Campos, et. al., 1991
metilenocolesterol (25)

36-0-B-D-tetra-O-acetilglucopiranosil-24-
metilenocolesterol (26)
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Quadro 3. Estrutura dos Esteroides na madeira de C. odorata

(22) (23)

HO
(24)

(25) R=H
(26) R=Ac

Outra substancia relatada em madeira de C. odorata € a flavana-3-ol
conhecida como catequina (27) (*DE PAULA, et. al., 1997). Na avaliacdo dos
constituintes volateis do Oleo essencial extraido da madeira foram identificados
como 0s constituintes quimicos predominantes os sesquiterpenos: a-copaeno (28),
calameneno (29) e a-muuroleno (30). O extrato hexanico produziu a mistura de
acidos graxos no qual foram identificados os acidos estearico (31), oleico (32) e

linoleico (33) (CAMPOS et. al., 1991).



Quadro 4. Outras substancias identificadas a partir da madeira de C. odorata

OH
O “\\‘@
- OH

HO OH
HO
(27) (28)
(29) (30)
0
OH
(31)
0
o OH
(32)
OH
=z X
O
(33)

Estudo realizado por Gonzélez-Coloma et. al., (2012), confirma atividade
leishmanicida e tripanocida nos extratos de C. odorata e indica que o0 mesmo pode
vir a ser utilizado no tratamento das Ulceras cutaneas causadas pelo parasito L.

Infantum.
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4. EXPERIMENTAL

Os experimentos de fitoquimica foram conduzidos nas instalagcbes do
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LQPN) no Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA). A metodologia se baseou na obtencédo dos residuos
madeireiros, oriundos de demolicdo de um prédio do INPA com cerca de quarenta e
cinco anos de uso em estrutura de esquadria de janelas, estes residuos estavam no
Laboratério de Tecnologia da Madeira (LTM) do INPA para uso em estudos de
propriedades tecnolégicas da madeira, cujos residuos menores foram cedidos para
serem submetidos a processos de extracdo, purificacdo e identificacdo dos seus

metabolitos secundarios.

4.1 Equipamentos

Evaporador rotativo — Buchi, modelo Rotavapor R-3 acoplado a um banho
ultratermostatizado Marconi, modelo MA-184

Balanca Analitica — Tecnal, modelo MARK 210A

Ultrassom — Lavadora Ultrassénica ULTRONIQUE, modelo Q3-8/40

Chapa de aquecimento — Fisatom, modelo 753A.

Serra de fita — Serra de fita de bancada 1400mm 250w, modelo LYNUS-SFM-250
Moinho — Marconi, macro moinho tipo Wiley modelo MA-340

Lampada Ultra Violeta — SPECTROLINE®, modelo ENF-240C/FE

Destilador de solvente — Baldo de Destilacdo Amitel 1200mL e Manta de
Aquecimento Fisatom, modelo 1202.

Destilador de Agua — QUIMIS®, tipo Pilsen, modelo 0341-25
37



Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear — Os espectros de RMN
foram obtidos em espectrobmetros da Bruker, modelos AVANCE Ill HD (500 MHz -
1H e 125 MHz - 13C) do Departamento de Quimica da UFAM e Fourier-300 (300
MHz - 1H e 75 MHz - 13C) da CA-LTQPN do INPA.

Espectrémetro de massas — Marca Bruker, modelo microTOF-Q Il, analisador time
of flight. Fonte ESI em modo positivo; Resolugdo de 17500 (FWHM); Utiliza o
programa Compass, versdo 4.1, para controle, aquisicdo e processamento de

dados.

4.2 Materiais utilizados

Cromatografia em Camada Delgada (CCD) — Foram utilizadas cromatofolhas de
aluminio com silica gel 60, indicador de fluorescéncia F254 e 0,2 mm de espessura

da Merck.

Reveladores para a CCD - Os reveladores empregados foram radiac&o ultravioleta

(254 e 365 nm), vanilina sulftrica e iodo ressublimado.

Cromatografia em Coluna (CC) — Foram utilizadas colunas de vidro de tamanhos

variados, conforme a quantidade de amostra a ser fracionada.

Suportes para Cromatografia em Coluna — As fases estacionarias utilizadas foram
Silica gel 60 (70-230 mesh e 230-400 mesh) - Merck; Sephadex LH-20 - Sigma-
Aldrich e Celulose microcristalina - Merck.

Solventes — Nas analises cromatogréaficas foram utilizados solventes orgéanicos

comerciais (hexano, acetato de etila, diclorometano, acetona e metanol) destilados
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no LQPN-INPA. Para a obtencéo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
utilizou-se solventes deuterados e para a analise de Espectrometria de Massas 0s
solventes possuiam grau de pureza HPLC. no LQPN-INPA. Para a obtencdo dos
espectros de Ressonancia Magnética Nuclear utilizou-se solventes deuterados e
para a analise de Espectrometria de Massas 0s solventes possuiam grau de pureza

HPLC.

4.3 ldentificagdo do material vegetal.

Os residuos de madeira de demolicdo de cedro-rosa (C. odorata) (fig. 3.a),
utilizados para obtencdo dos extratos organicos foram previamente classificados e
identificados através comparagfes macroscopicas com amostras padrdes da
espécie disponivel na Xiloteca do LTM-INPA, a andlise foi realizada pelo Anatomista

de Madeira Jorge Alves de Freitas.

Fonte: Arquivo pessoal, 2016
Figura 3. a) madeira de demolicdo de C. odorata; b) obtengéo de corpo-de-prova

39



4.4 Preparacgdo dos extratos

As amostras de residuos madeireiros foram picotados em serra de fita (fig.
3.b) e posteriormente moidos (fig. 4.a) em moinho de facas, em seguida foi
mensurada sua massa e submetido a uma extracéo a frio, em frasco do tipo Mariotte
(fig. 4.b), primeiramente com hexano e depois com metanol, ambos por sete dias
cada, dando origem aos extratos hexanico e metandlico, respectivamente, conforme
o Esquema 1. ApoOs a remocgao do solvente por evaporagdo com pressao reduzida,

foi possivel calcular o teor de rendimento dos mesmos (tabela 04).

Figura 4. a) residuos de C. odorata moidos; b) maceracédo em frasco tipo Mariote.

Residuos
Madeireiros

- Maceracdo em hexano por 7 dias
- Filtracéo
- Evaporacéo do solvente

h 4 Y

[ Extrato HexénicoJ I Torta

- Maceracéo em metanol por 7 dias
- Filtracéo
- Evaporacéo do solvente

r

vy
[ Extrato Metanc’:lico] | Torta

Esquema 1. Obtencédo dos extratos hexanico e metandlico
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Tabela 4. Rendimentos dos extratos brutos de C. odorata, ap0s maceragao

Massa dos residuos (g) Extratos Rendimentos (%)
Cddigo Massa (g)
COH 1,58 0,23
680,00
COM 8,67 1,27

Legenda: COH (Extrato Hexanico); COM (Extrato Metandlico).

4.5 Avaliacdo por CCD do perfil quimico dos extratos e fracdes

Realizou-se andlises prévias dos constituintes dos extratos através da
cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC), apés a analise, o0 extrato
hexanico mostrou-se bastante promissor, dessa forma foi selecionado para iniciar a
pesquisa.

A visualizacdo das fluorescéncias presentes nas fracdes obtidas nos
fracionamentos cromatograficos foram realizadas através de luz ultravioleta (de
comprimento de onda de 254 nm utilizando-se vanilina sulfurica para revelacdo das

manchas nos spots.

4.6 Fracionamento cromatogréafico dos extratos e isolamento de substancias
4.6.1. Fracionamento cromatogréafico do extrato hexanico (COH)

O fracionamento cromatografico inicial do extrato hexanico foi efetuado em
coluna cromatografica aberta utilizando silica gel tipo filtrante (70-230 mesh)
empacotada em hexano e empregando diferentes gradientes de polaridade dos

solventes organicos partindo do Hexano, Hexano:AcOEt, AcOEt, AcOEt:MeOH,

41



MeOH, originando assim 9 fracdes (Esquema 02), cujas massas e codigos séo

apresentadas na tabela 5.

[ c0'"(1.583 q) ]

H= hexano = CC-silica gel (70-230 MESH);
A= acetato de etila = Empacotada em hexano;
M= metanol = h=30cm @=26cm.
500 mL 400 mL 200 mL 200 mL 100 mL 200 mL 200 mL
H H-A H-A H-A A AM M
91 82 11 11
1-2 34 5 6 7 8 9
|Fr.2 Fr. 3.4 | Fr.6 ! Fr.7
it : e e [
. ! i
: COH-3 ' i
Substancia 1 Substancias 6e 7 Substéncia 8
COH-2 COH-6 COH-7
(18 mg) (13 mg) (19 mg)
re———- :l ------ I
I Esquema2 1

Esquema 02. Fracionamento cromatografico de COH

Tabela 5. Reunido de fracbes, com respectivos cdédigos massas.

Fracdes reunidas Cddigos Massa (mg)
1 COH-1 41,0
(2 COH-2 72,0 COH-2 )
3-4 COH-3 438,8 Esquema 03]
5 COH-5 235,0
L6 COH-6 300,0 COH-6 ]
(7 COH-7 1620 COH-7 )
8 COH-8 168,0
9 COH-9 22,0

As fracOes obtidas na coluna (esquema 02) foram analisadas por CCDC e
submetidas a novos procedimentos de purificacdo das substancias como descritas a
seqguir:

A fragdo 2 foi tratada com metanol a frio, fornecendo a Substancia 1

codificada como COH-2 (18 mg, esquema 02), possuindo aspecto de 6leo com
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aroma agradavel. Ao ser submetida a analise de CCDC apresentou uma
florescéncia azul claro na UV 365nm. Na revelagdo em vanilina sulfarica, mostrou
uma mancha de cor lilas. Para identificacdo da Substancia 1 realizou-se analise de
RMN 1IH, 13C, DEPT 135, COSY, HSQC e HMBC.

As fragOes reunidas 3 e 4 denominada de COH-3 (438 mg, esquema 02),
foram submetidas a novos fracionamentos cromatogréficos. Inicialmente em coluna
de silica gel (230-400 mesh), conforme esquema 3, fornecendo 13 subfracdes
(tabela 6). A subfragdo 6 (COH-3.6; 170 mg) foi novamente fracionada em
sucessivas colunas de Sephadex LH-20 eluidas com metanol (tabelas 7 e 8,
esquema 03) e forneceu as Substancias 2, 3, 4 e 5, em mistura, codificadas como
COH-3.6.3.3 (sdlido branco, 79 mg). Para identificacdo das substancias em mistura
a amostra foi analisada através dos experimentos de RMN H, 13C, DEPT 135,
HSQC, HMBC e EM.

A fracdo 6 (esquema 02), apés ser tratado com MeOH a quente forneceu
um solido branco amorfo, que comparado em CCDC com uma amostra padrao de (-
sitosterol, apresentou o0 mesmo Rf. Esse material forneceu as Substancias 6 e 7,
em mistura, e foi codificado como COH-6 (18 mg) sendo analisado por meio de
experimento de RMN *H.

A fragcdo 7 (esquema 02) formou um sélido branco cristalino, apresentando
uma absorcdo em UV 365 nm, de cor azul claro. Quando revelado em vanilina
sulfarica mostrou uma mancha de cor lilas intensa, fornecendo a Substéncia 8,
codificada como COH-7 (162 mg) e analisada por RMN *H, 13C, DEPT 135, HSQC e
HMBC. Devido a elevada quantidade de massa optou-se por realizar a busca por

atividade antifungica para esta substancia.
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[ COH'3(438,3 mg) ]

H= hexano ' = CC-silicagel (70-230 MESH);
A= acetato de etila = Empacotadaem hexano;
M= metanol = h=38cm @=23cm.
400 mL 400 mL 300 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 300 mL
H H:A H:A H:A HA H:A H:A A AM M
98:2 973 95:5 91 8:2 73 982
1-2 3-4 5-6 7 8 9 10 1 12 13
Fr.6
COH-3.6
= Sephadex LH-20
= Empacotadaem metanol;
= h=46cm @=25cm. [
200 mL 15L COH'3'6'3(168 mg)
M M
= CC-silicagel (70-230 MESH);
1 _2 3_1 5 = Empacotadaem hexano;
= h=25cm @=3cm.
200 mL 25 mL 150 mL 125
H:A H:A H:A HA
o7:3 97:3 97:3 a7l 78
1-2 3-4 5 6
1
|
|
1
! Substancias 2, 3,4e 5
SRRkl COH-3.6.3.3
(79 mg)

Esquema 03. Fracionamento cromatografico de COH-3, COH-3.6 e COH-3.6.3

Tabela 6. Reunido de fragdes COH-3, com respectivos codigos massas.

Fragdes reunidas Cédigos Massa (mg)

1-2 COH-3.1 2,3
3-5 COH-3.3 0,3

6 COH-3.6 170,2

7 COH-3.7 22,7

8-9 COH-3.8 41,0

10-11 COH-3.10 76,0

12-13 COH-3.12 74,5

Tabela 7. Reunido de fragdes COH-3.6., com respectivos codigos massas.

FracOes reunidas Cddigos Massa (mg)
1-2 COH-3.6.1 15,5
3-16 COH-3.6.3 153,8
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Tabela 8. Reunido de fragdes COH-3.6.3, com respectivos codigos massas.

FracOes reunidas Caodigos Massa (mg)
1-2 COH-3.6.3.1 7,7
3-4 COH-3.6.3.3 79,0
5 COH-3.6.3.5 73,6
6 COH-3.6.3.6 31,0

4.6.2. Fracionamento cromatogréafico do extrato metanolico (COM)

O fracionamento cromatografico do extrato metandlico foi efetuado em coluna
cromatografica aberta utilizando silica gel tipo filtrante (70-230 MESH) empacotada
em hexano e empregando diferentes gradientes de polaridade dos solventes
organicos partindo do Hexano 100%, Hexano:AcOEt, AcOEt 100%, AcOEt:MeOH,

MeOH 100%, originando assim 28 fracdes (esquema 04).

[ COM(B,6742 a) ]

H= hexano =  CC- silica gel (230-400 MESH);
A= acetato de etila = Empacotadaem hexano;
M= metanol = h=38cm @=23cm.
800 mL 12L 400 mL 400 mL 400 mL 300 mL 600 mL 200 mL 200 mL 400L 200 mL 200mL  |600 mL
H H:A HA HA H:A HA A AM AM AM AM AM M
98:2 95:5 91 8:2 7:3 98:2 95:5 7:3 8:2 11

1-3 4-8 9 10-11 | | 12-13 14 15-17 18 19 20-21 22:24 25 26-28

Fr.16

COM-16

(2922 mg) ]

| = Tratamento com Acetona a frio.

l |

COM-16a (5255 mg) COM-16b (2396 mg)
D= diclorometano = CC-silicagel (230-400 MESH); I = Tratamento com metanol a frio.
M= metanol = Empacotadoem DCM;
h=30cm @=2,6cm. l H= agua mae _L
800 mL 12L 225 mL :F-gl-;;:;tan-t;a- -8--=
D:M -
° 582 M COM-16H 065 mg) | COM-6b.1 !
i 334 m I
14 [ )
I  Esquema5 |
H 5 ]
1 Substancia 8 !
| COM-16a6 |
1 (466 mg) !

Esquema 04. Fracionamento cromatografico de COM, COM-16a, COM-16b.
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A fracdo 16 (2922 mg) mostrou-se promissora, pois formou um solido
cristalino, o qual foi submetido a um tratamento com acetona a frio formando um
precipitado branco codificado como COM-16a e um sobrenadante de aspecto
caramelizado codificado como COM-16b (esquema 04). A fracdo COM-16a (525,5
mg) foi subfracionada em silica gel eluida com DCM, DCM:MeOH e MeOH
(esquema 04), gerando 8 subfracdes. As subfracdes 6 e 7 se mostraram puras em
CCDC e ap6s analise em RMN 'H, e ambas forneceram a Substancia 8 (466 mg),
gue havia sido identificada previamente no extrato hexanico.

O sobrenadante (COM-16b), apGs evaporacdo do solvente, foi tratado em
metanol formando um precipitado de cor branca o qual forneceu a mesma
Substancia 8 (334 mg). Além disso formou-se uma sobrenadante neste processo,
gue apés a secagem, foi fracionada em coluna de Sephadex — LH-20 eluida em
MeOH gerando 18 subfracdes (esquema 05). A subfracdo 4 (1026 mg) foi fracionada
em coluna de silica gel eluida com DCM e DCM:MeOH e entdo a subfragdo mais
promissora COM.16H.4.6 (17.7 mg) formou um novo solido, que tratado com MeOH
a frio, forneceu a Substéancia 9 (2,0 mg). Este material foi analisado através de RMN
1H, 13C, DEPT 135, HSQC, HMBC e EM.

Tabela 9. Reunido de fracdes COM, com respectivos codigos massas.

FracOes reunidas Cddigos Massa (mg)
1-3 COM-1 84,7
4-8 COM-4 138
9 COM-9 86
10-11 COM-10 317
12-13 COM-12 567
14-15 COM-14 409

[ 16 COM-16 2022 Esquema’ |
17-18 COM-17 1231
19 COM-19 106
20-21 COM-20 240
22-24 COM-22 1924
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25
26-28

COM-25
COM-26

142
628

Tabela 10. Reunido de fracbes COM-16.H.4, com respectivos codigos massas.

metanol a frio.

FracOes reunidas Cddigos Massa (mg)
1-5 COM-16.H.4.1 6,0
6 COM-16.H.4.6 17,7
7-8 COM-16.H.4.7 341,9
9 COM-16.H.4.9 81,8
10-12 COM-16.H.4.10 166,7
13 COM-16.H.4.13 6,4
14 COM-16.H.4.14 3,1
15 COM-16.H.4.15 2,4
16 COM-16.H.4.16 21,7
17 COM-16.H.4.17 1,0
[ COM-16H .6, . ]
Sephadex LH-20;
Empacotado em metanol;
h=38cm @=25cm.
1-18
Fr. 4
COM-16H.4 (1026 mg)
D= diclorometano CC-silica gel (230-400 MESH)
M= metanol Empacotadoem DCM,;
H,O= agua h=35cm @=15cm.
60 mL 200 mL 200 mL 200 mL 300 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 400 mL
D D:M D:M D:M D:M D:M D:M D:M M M:H,0
 98:2 97:3 | 95:5 +9:1 8:2 7:3 1:1 [9:1
1 2-4 5-7 8-9 10-12 13 14 15 16 17
Fr. 6 e e e e
i Substancia 9 |
COM-16H.4.6 (7.7 mg) : COM-16.4 !
,[ Mg Tratamento com :_ (2 mg) :

Esquema 05. Fracionamentos cromatograficos de COM-16.H, COM-16.H.4, COM-

16.H.4.6
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4.7 Ensaio antifungico

O grupo de pesquisa Plantas da Amazonia: Quimica, Quimiossistematica e
Atividade Biologica tem parceria com outros Grupos de Pesquisas para realizacéo
de ensaios biologicos incluindo atividade antifingica. Como houve disponibilidade de

massa da Substancia 8 (1009 mg), foi submetida ao bioensaio.

4.7.1 Cepas dos in6culos fungicos
Foram utilizadas cepas padrdo da American Type Culture Collection (ATCC),
mantidas na Colecédo de Microrganismos de Interesse Médico do INPA (tabela 11).

Tabela 11. Cepas utilizadas

Tipo de fungo Espécie Cepas
Candida albicans ATCC 13803
Levedura Cryptococcus gattii VGII WM 178/08

Cryptococcus neoformans VNI WM 148/08

4.7.2. Teste de Microdiluicéo

O ensaio de sensibilidade antifingica foi realizado no Laboratério de
Micologia do INPA, com base na técnica de Microdiluicao em Caldo - protocolo M27-
A3, determinada pela CLSI (2008).

Os in6culos de Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii, foram preparados numa concentracdo final de aproximadamente 2,5x10°
células/mL. Foi testada como agente antifungico a Substancia 8 (COH-7) isolada
dos residuos madeireiros de demolicdo de C. odorata, 0os quais passaram por
diluicdes seriadas, partindo-se de uma concentracdo de 320 ug/mL em microplaca

de 96 pocos, com posterior incubacdo a 35 °C durante 24h para C.albicans e 72h
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para C. neofarmans e C. gattii. Procedeu-se a leitura macroscépica da placa para
avaliar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da substancia, ao final do tempo de
incubacéo, e foi considerado o score de 100% de inibicdo. A leitura foi realizada
comparando os pog¢os do controle positivo (Inéculo fangico + Meio de cultivo RPMI)
e 0S pocos contendo as substancias testadas. Como droga controle de sensibilidade
para os trés tipo de fungos foi utilizada a anfotericina B e os testes foram realizados

em duplicata (CLSI, 2008).

5. RESULTADO E DISCUSSAO
5.1. Substancias encontradas

As identificacbes estruturais das substancias obtidas dos residuos
madeireiros de C. odorata foram realizadas com base nas técnicas de RMN
unidimensionais (*H e 3C) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC), aliada a

Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR).

5.2. Determinacéao estrutural das substancias do extrato hexanico
5.2.1. Identificacdo de COH-2 (substancia 1)

A substancia 1 (fig. 5) obtida apdés os fracionamentos cromatograficos
apresentado no esquema 2, demonstrou possuir aspecto oleoso, cor laranja-
amarelado, muito apolar, cheiro forte de citronela amadeirado. Em CCD apresentou
mancha violeta quando revelada em vanilina sulfurica e uma florescéncias visiveis
em luz UV com comprimento de onda de 254 e 365 nm.

A substancia foi caracterizada com base nos dados de RMN de 'H e 3C
(Tabela 12). No espectro de RMN H (Figs. 6 a 9), foram observadas a presenca de
5 sinais de hidrogénios caracteristicos de sistema aromatico na regiéo entre ou 7,92-

7,21. No anel A, foram detectados trés sinais na regido de aromaticos em o1 7,92 (d,
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J = 8,34 Hz; H-2), 7,91 (d, J = 0,99 H-5) e 7,35 (dd, J = 8,34 e 1,4 Hz; H-3). Para o
anel B, foram verificados sinais em 64 7,28 (d, J = 7,35 Hz; H-8) e 7,21 (d, J = 7,68
Hz; H-9), ainda foi possivel observar um sinal de hidrogénio de carbono metinico em
On 3,71 (hepteto, J = 6,82 Hz; H-12) e os metilicos do sistema aromatico em &1 2,54
e 2,63, conforme mostram as figuras 8 e 9 e a tabela 12. O COSY possibilitou a
confirmacédo da correlagdo do H-12 com os hidrogénios dos grupos metilicos H-13 e
H-14 (fig. 10).

Os espectros de RMN de 3C (fig. 11) mostraram sinais referentes a 15
carbonos, incluindo quatro grupos metilicos, dez carbonos aromaticos e um
metinico, caracterizando, assim, um esqueleto de sesquiterpeno (fig 5). Com base
no DEPT 135 (fig. 12) entre os carbonos aromaticos apenas cinco sédo hidrogenados
0 127,19 (C-3), 125,57 (C-9), 124,80 (C-2), 122,91 (C-5) e 121,40 (C-8). O mapa de
contorno HSQC (fig. 13) mostrou a correlacdo do hidrogénio em hepteto (& 3,71)
com o sinal de carbono metinico em & 28,21 e dos hidrogénios dos carbonos
aromaticos 6 127,19 (C-3), 125,57 (C-9), 124,80 (C-2), 122,91 (C-5) e 121,40 (C-8).
O mapa de contorno HMBC (figura 14) mostrou as correlagbes do H-12 com as
metilas em & 23,64 (C-13 e C14) e com os carbonos aromaticos em & 142,08 (C-7),
131,07 (C-1) e 121,40 (C-8).

Esse sesquiterpeno (figura 5) € conhecido como cadaleno (1,6-dimethyl-4-
isopropylnaphthalene). Na familia Meliaceae é relatada na composicdo dos oleos
essenciais em espécies do género Guarea (Magalhées et al., 2010). Este, porém € o

primeiro registro de isolamento do cadaleno em madeira de Cedrela odorata.
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Figura 5. Estrutura do cadaleno (1,6-dimethyl-4-isopropylnaphthalene)

Tabela 12. Dados de RMN de COH-2 (Substancia 1) em CDCIs

HSQC
POSICA0  £uy mult, () Hz*
1 -
2 7,92 d (8,34)
3 7,35d (8,61)
4
5 7,91 d (0,99)
6 —-
7 —-
8 7,28 d (7,35)
9 7,21d (7,68)
10 ---
11 254s
12 3,71 hepteto (6,82)
13 1,36 s
14 1,38 s
15 2,63s

6 13C

ppm**
131,07

124,80
127,19
131,50
122,91
134,71
142,08
121,40
125,57
131,82
22,05
28,21
23,64
23,64

19,44

HMBC

127,19 (C-3)
122,91 (C-5), 22,05 (C-11)

127,19 (C-3), 28,21 (C-12)

131,82 (C-10), 28,21 (C-12)
142,08 (C-7), 121,40 (C-8), 19,44 (C-15)

134,71 (C-6), 127,19 (C-3), 122,91 (C-5)
142,08 (C-7), 131,07 (C-1), 121,40 (C-8),
142,08 (C-7), 28,21 (C-12), 23,64 (C-14)
142,08 (C-7), 28,21 (C-12), 23,64 (C-13)
131,82 (C-10), 125,57 (C-9)

*RMN 300 MHz, CDCls; **dados obtidos através dos experimentos HSQC e HMBC.
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5.2.2. Identificacdo de COH-3.6.3.3 (substancias 2, 3, 4 e 5)

A fracdo COH-3.6.3.3 (79 mg) obtida conforme esquema 3, apresentou-se
como sélido branco, quando analisada em CCD (fig. 15) mostrou-se uma mistura de
substancias com Rf proximos de dificil separacdo nos diversos sistemas de eluicédo
testados. Assim, realizou-se os experimentos de LC-MS (fig. 16 e 17) e RMN uni e
bidimensional para identificacdo das substancias em mistura. Com base nos dados
de RMN 'H, 3C e DEPT 135 observou-se a predominancia de quatro substancias
com deslocamentos caracteristicos de triterpenos conforme mostram as tabelas 13 e
14. De acordo com as intensidades dos sinais de RMN 'H e 3C as substancias

apresentaram a seguinte ordem de predominancia: 2 >3 >4 > 5.
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1II

Figura 15. CCD de COH-3.6.3.3 eluida em hexano:AcOEt (7:3)

A substancia 2 analisada por Espectometria de Massas de Alta Resolucéo
(EMAR) no modo positivo de ionizagdo indicou o pico [M+H]* m/z 425,3784
sugerindo a formula molecular CzoH480 (fig. 16). Os dados de EM aliado aos sinais
de RMN permitiu a identificacdo de 2 como cicloeucalenona (quadro 5) devido os
sinais de & 4,72 (s, H-30) e 4,67 (d, J =1,0 Hz; H-30) caracteristicos de hidrogénios
de dupla terminal, & 0,41 e 0,63 (d, J =4,1 Hz; H-19) referentes a hidrogénios
metilénicos de ciclopropano, & 2,77 (hepteto, 6,39 Hz; H-25) absor¢cao de hidrogénio
metinico (tabela 13). No espectro de RMN 13C (tabela 14) o sinal da carbonila foi
verificado em & 213,39 e a dupla terminal em & 156,81 (C-24) e 105,96 (C-31).
Esses dados sdo compativeis com a literatura (Kongkathip et al, 2002; Grando et al.,
2008).

Em Meliaceae a cicloecalenona, um triterpeno do tipo norcicloartano, foi
previamente descrito para as espécies Melia azedarach (Okogun et al., 1975) e
Cedrela odorata enxertada com Toona ciliata (de Paula, et al., 1997; da Silva et al.,
1999).

As substancias 3 e 4 foram identificadas como a e B-amirenona (quadro 5),
respectivamente. O espectro de RMN *H (fig. 18 e 19) mostrou sinais de hidrogénios
olefinicos em & 5,11 caracteristicos de esqueleto ursano e em & 5,35 de triterpeno
oleanano. Os deslocamentos dos carbonos caracteristicos das duplas olefinicas
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foram verificadas em & 139,6 (C-13) e 125,0 (C-12) da a-amirenona (Urs-12-en-3-
one), & 146,00 (C-13) e 122,57 (C-12) da B-amirenona (Olean-12-en-3-one). O
EMAR mostrou o pico [M+H]* m/z 424 sugerindo a formula molecular CzoHagO (fig.
16).

Na familia Meliaceae a presenca da a e B-amirina em madeira tem sido
registrada em espécies Trichilia (de Souza, et al., 2009; Vieira et al., 2014).

A substéancia 5 apresentou no EM o pico a m/z 469,3856 correspondente a
formula molecular Cs2Hs20:2 (fig. 17). O espectro de RMN 'H (tabela 13) mostrou
sinais de em & 4,56 dd (10,92 e 4,83 Hz; H-3) caracteristico de hidrogénios
oximetinico, 5,30 m (H-7) e 5,11 m (H-24), com overlap de sinal, caracteristicos de
hidrogénios olefinico, & 2,26 (s), caracteristico de metila de acetato. No espectro de
RMN 13C (tabela 14) o sinal do carbono oximetinico foi verificado em & 78,37 (C-3).
Os deslocamentos de carbonos hidrogenados em 6 117,72 e 125,09, carbonos
desidrogenados em & 145,96 e 130,97 (fig. 21) sé@o caracteristicos da dupla ligacédo
de triterpeno do tipo tirucalano. Com base nos dados a substancia 5 foi identificada

como acetato de butirospermol (quadro 5).

Butirospermol ocorre em Xylocarpus granatum (Wu, et al., 2006) o acetato
de butirospermol é o primeiro registro em Cedrela odorata.

Os espectros de DEPT e os mapas de Correlacdo HSQC e HMBC (fig. 22,
23 e 24) também foram analisadas para a identificacdo dos quatro triterpenos da

fracdo COH-3.6.3.3.

Inten:-‘.5 +MS, 5.5-5.8min #332-347
x10

425,3802
1.5

0.5 454,3708

219.2079 — 4093490
279.0948 341.2847 346 3001

0.0 +—r—+—r—r——r——r ipbbemmtyitattngubtd p——: PR S F S s o s e ) W A ey e e
200 250 300 350 400 450 500 550 m/z
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Figura 16. Espectro de Massas de Alta Resolugcdo de COH-3.6.3.3 (ESI, modo
positivo)
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Figura 17. Espectro de Massas de Alta Resolugdo de COH-3.6.3.3

Tabela 13. Dados de RMN 'H de COH-3.6.3.3 (Substancias 2, 3, 4 e 5) em CDCls
& 'H mult (Hz)

Posicédo > ek L 5
3 4,56 dd (10,92 e 4,83)
7 5,30*
12 5,11* 5,35*
19 0,41d (4,1)
0,63d (4,1)
24 5,11*
25 2,77 hept (6,4)
26 1,04 d (7,0)
27 1,02 d (6,8)
29 1,00 s
31 4,72 sl
4,67d (1,1)
COCHs 2,26 s

* overlap, **a e ***B-amirenona, respectivamente.
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Tabela 14. Dados de RMN 13C de COH-3.6.3.3 (Substancias 2, 3, 4 e 5) em CDCl3

Posicao

3

7

8
12
13
19
24
25
29
31

COCHs

**q e ***[B-amirenona, respectivamente

213,39

26,59
156,81
37,48
10,75
105,96

5 13C
3**
216,63

125,0
139,6

4***
216,63

122,57
146,00

5

78,37
117,72
145,96

125,09
130,97

173,71

Quadro 5. Estruturas quimicas das substancias 2, 3, 4 e 5 identificadas na mistura

(4) B-amirenona

(5) Acetato de Butirospermol
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Figura 18. Espectro de RMN *H de COH-3.6.3.3 (300 MHz)
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Figura 19. Expansao do RMN de 'H de COH-3.6.3.3 nas regides de 5,5 a 4,4 ppm
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Figura 22. Espectro de DEPT-135 de COH-3.6.3.3 (75 MHz).

ppm

7

Figura 23. Mapa de contorno HSQC de COH-3.6.3.3 (300/75 MHz).
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Figura 24. Mapa de contorno HMBC de COH-3.6.3.3 (300/75 MHz).

5.2.3. Identificagcdo de COH-6 (substancias em mistura6 e 7)

A fracdo COH-6 (13 mg) apresentou-se como sélido branco, e em CCD
mostrou 0 mesmo Rf da amostra padrdo de p-sitosterol, utlizando-se Hex:AcOEt
(8:2) como sistema de eluigéo.

A amostra foi submetida a andlise por RMN 'H, para confirmacdo da
substancia e/ou investigacdo da presenca de outros esteroides. Os dados do
espectro de RMN 'H (Tabela 15; fig. 25 e 26) mostraram sinais caracteristico da
mistura dos esteroides B-sitosterol 6 e estigmasterol 7 (quadro 6), em & 5,36 (H-6)
referente aos hidrogénio olefinico dos dois esteroides e em & 5,19 (H-22) e 5,05 (H-
23) caracteristicos dos olefinicos da cadeia lateral do estigmasterol que tem menor

predominancia. Os hidrogénios carbindlicos foram verificados em & 3,52 (H-3).
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Quadro 6. Mistura de esteroides 6 e 7 na fracdo COH-6

6

(6) B-sitosterol

HO'

6

(7) estigmasterol

Tabela 15. Dados dos hidrogénios olefinicos e carbindlicos da fragdo COH-6 em

CDCls

Posigao 54 mat ()
3 3,52 m
6 5,36 d (5,19)
22
23

Estigmasterol
S 'H mult (J) Hz

3,52m
5,36 d (5,19)
5,19 dd (15,15 e 8,37)

5,05dd (15,15 e 8,37)
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5.2.4. Identificagcdo COH-7, COM-16a.6 e COM-16b.1 (Substancia 8)

A substancia 8 (1009 mg, sdlido branco), forneceu um espectro de massas
ESI (+) que apresentou um pico em m/z 469,2230 [M+H]* (fig. 28), correspondente
ao ion pseudo-molecular, condizente com a férmula molecular C27H3207.

O espectro de RMN *'H (fig. 29) apresentou quatro sinais referentes a
hidrogénios de grupos metilas em & 1,24 (s, H-19), 0,99 (s, H-18) 0,98 (s, H-29) e
0,89 (s, H-28); um singleto integrando para trés hidrogénios em & 3,68, atribuido a
metoxila, sinais referentes aos hidrogénios do anel furano B-substituido em & 7,57-
7,56 (m, H-21), 7,39 (t, J = 1,6 Hz, H-23) e 6,48 (dd, J =1,7 e 0,6 Hz, H-22), em &
5,23 caracteristico de oximetinico atribuido a H-17.

O espectro de RMN *3C (fig. 32) mostrou a presenca de duas carbonilas de
cetona em & 211,06 (C-3) e 213,04 (C-1), uma carbonila de lactona em & 169,94 (C-
16), uma dupla ligacdo tetrasubstituida em & 133,82 (C-14) e 125,33 (C-8),
observados através do DEPT 135 (fig. 33). Os dados de RMN de H e 3C foram
similares aos reportados para o limondide mexicanolida (fig. 27) (LEITE et al., 2006
e GOVINDACHARI, et al., 1998).

No mapa de correlagbes HSQC (fig. 34) verificou-se que o sinal de hidrogénio
em 0 5,23 correlacionou-se com o sinal em & 80,76 (C-17).

Pela analise do HMBC (fig. 35) pode-se visualizar as correlagées do sinal em
0 5,23 com os sinais em © 141,60 (C-21), 133,82 (C-14), 120,32 (C-20), 109,96 (C-
22), 37,98 (C-13) e 17,36 (Me-18). Verificou-se ainda outras correlagdes importantes
para 0 sistema biciclico do esqueleto mexicanolideo, os dois hidrogénios
diastereotopicos: em & 3,25 (H-30a) com os deslocamentos em & 133,82 (C-14);
125,33 (C-8) e 50,49 (C-9); e em & 2,35 (H-30b) com os sinais de carbonos 6 211,06

(C-3), 133,82 (C-14); 125,33 (C-8) e 58,00 (C-2). Correlacdes do sinal em & 3,22 (H-
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2) com os carbonos em 6 213,04 (C-1); 211,06 (C-3); 133,82 (C-14); 125,33 (C-8) e

50,49 (C-9) confirmando o fechamento do biciclico e a proposta biossintética (fig.

36).

Os dados espectrais proporcionaram a identificacdo de 8 como mexicanolida

de ocorréncia comum em diversos géneros de Meliaceae (NAIDOO et al, 2003; Bray,

et al., 1990; SANNI et al, 1987 e BANERJI E NIGAM, 1984) também identificada

em madeira de Cedrela odorata (BEVAN et. al., 1965).

Figura 27. Estrutura Quimica da fragdo COH-7 (mexicanolida)

Tabela 16. Dados dos RMN de 'H e *3C da fracdo COH-7 em CDCls

N©°
1
2

& H, mult, (J) Hz

3,22 s largo

2,76 dd (7,9 e 4,9)

2,50 d (4,9)
2,49 d (7,9)

2,10 d largo

6 13C
213,04
58,00

211,06
49,40
40,13

32,28

173,61

125,33
50,49

HMBC

213,04 (C-1); 211,06 (C-3); 133,82 (C-
14); 173,61 (C-8); 50,49 (C-9)

173,61 (C-7); 54,28 (C-10); 50,49 (C-9);
32,28 (C-6); 17,96 (C-28)
173,61 (C-7); 54,28 (C-10); 49,40 (C-4);
40,13 (C-5)
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10 --- 54,28

11 1,88-1,77 m 18,65 80,76 (C-17); 54,28 (C-10); 28,76 (C-12)
12a 1,88-1,77 m 28,76 80,76 (C-17); 54,28 (C-10); 37,98 (C-13)
12b 1,14-1,06 m
13 37,98
14 133,82
15a 3,501 (2,79) 32,95 173,61 (C-8); 169,94 (C-16); 133,82 (C-
14)
15b 3,471 (2,34) 32,95 173,61 (C-8); 169,94 (C-16); 133,82 (C-
14)
16 169,94
17 5,23 s largo 80,76 141,60 (C-21); 133,82 (C-14); 120,33 (C-
20); 109,96 (C-22); 37,98 (C-13); 17,36
(C-18)
18 0,99 s 17,36 133,82 (C-14); 80,76 (C-17); 37,98 (C-
13); 28,76 (C-12)
19 1,24 s 17,89 213,04 (C-1); 54,28 (C-10); 50,49 (C-9);
40,13 (C-5)
20 120,33
21 7,57- 7,56 m 141,60 142,78 (C-23); 120,33 (C-20); 109,96 (C-
22)
22 6,48 dd (1,7 e 0,6) 109,96 142,78 (C-23); 141,60 (C-21); 120,33 (C-
20)
23 7,391 (1,6) 142,78 141,60 (C-21); 120,33 (C-20); 109,96 (C-
22)
28 0,86 s 17,96 211,06 (C-3); 49,40 (C-4); 40,13 (C-5);
21,92 (C-29)
29 0,98 s 21,92 211,06 (C-3); 49,40 (C-4); 40,13 (C-5);
17,96 (C-28)
30a 3,25dd(21,87e3,0)0 36,45 133,82 (C-14); 125,33 (C-8) e 50,49 (C-9)
30b 2,35 m 36,45 211,06 (C-3), 133,82 (C-14); 125,33 (C-8)
e 58,00 (C-2)
OMe 3,68 s largo 52,25 173,61 (C-7)

* As correlagdes a J-1 foram verificadas pelo mapa de correlagdes HSQC.

Intens. | +MS, 4.1min #243|
x105
4692230

2.0

4512125

486.2492

300 350 400 450 500 550 600 650 miz

0.0

Figura 28. Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢éo de COH-7 (mexicanolida)
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5.2.5. Identificagdo COM-16.H.4.6 (substancias 9)

A substancia 9 (fig. 38) sdlido branco, apresentou EMAR no modo positivo de
ijonizacdo o pico [M+H]* m/z 483,2396 (fig. 39) sugerindo a férmula molecular
Ca2sH3407.

O espectro de RMN *H (fig. 40) mostrou os sinais caracteristicos do anel
furanoem 6 7,41 d (J = 1,4 Hz; H-21 H-23) e 6,34 t (J = 1,4 Hz; H-22), além dos
sinais de singletos em & 3,70 s (H-15) e 5,56 s (H-17) caracteristicos de anel D &-
lactbnico. Notou-se ainda a presenca de dois dubletos em & 7,07 e 5,90 d (J= 10,1
Hz), caracteristicos de uma ligacdo dupla conjugada a uma carbonila no anel A, os
guais foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-1 e H-2, um duplo dubleto em &
5,04 dd (J = 10,83 e 4,56 Hz; H-7), caracteristico de um hidrogénio acetoximetinico,
um singleto em & 2,14 s (OMe) caracteristico de metoxila em grupo acetato
confirmados no COSY (fig. 44).

O RMN 13C (fig. 45) mostrou sinais em & 141,09 (C-21), 143,13 (C-23),
120,21 (C-20) e 109,81 (C-22) caracteristicos do anel furano. Além de sinais em &
70,50 e 54,08 compativel com um epoxido entre C-14 e C-15 respectivamente. Em &
156,61 e 126,40 estes sinais foram atribuidos aos C-1 e C-2 respectivamente, que
sdo caracteristicos de carbonos hidrogenados da dupla ligacao préxima a carbonila
em © 204,00 (C-3), o que também foi observado através do DEPT 135 (fig. 46). Os
dados de RMN *H e 3C foram similares aos reportados para a gedunina em madeira
de C. odorata enchetada em Toona ciliata var. australis (de Paula, et al., 1997)

No HSQC (fig. 47) foi possivel observar as correlagcdes entre os sinais em ©
7,41 (H-21 H-23) e 6,34 (H-22) com os sinais em 6 143,13 (C-23), 141,09 (C-21), e

109,81 (C-22), confirmando a presenga do anel furano. Também foi mostrado a
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correlagao entre os sinais 5,56 (H-17) e 3,70 (H-15) com os sinais em & 78,10 (C-
17) e 54,08 (15) caracteristicos do anel D é-lactdnico.

No HMBC (fig. 48) pode-se notar a correlagao do sinal em & 5,60 (H-17) com
o sinal em & 69,8 permitiu atribuir este sinal ao C-14, sendo a Unica posicédo a 3J
possivel de ser atribuida. As atribui¢cdes dos sinais de H-15 e H-17 e a presenca do
anel D d&-lactbnico com um epodxido entre C-14 e C-15 foram confirmadas através

das correlagbes observadas no HMBC conforme ilustrada na figura 37.

Figura 38 — Estrutura Quimica da fracdo COM-16.H.4.6 (gedunina)
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Tabela 17. Dados dos RMN de 'H e 13C da fracdo COM-16.H.4.6 em CDCls

NO

~NOoO O~ WDN P

(oe]

10
11
12
13
14
15

16
17

18

19

20
21

22
23

28
29

30
OCOMe
OCOMe

é H, mult,
(J) Hz
7,07 d (10,1)
5,90 d (10,1)

2,02 s
1,97 m

5,04 dd
(10,83 e 4,56)

125s

3,70 s

5,56 s
1,25 s

1,20 s

7,41d (1,4)

6,34 t (1,4)
7,41d (1,4)

1,16
1,09

1,14

2,14 s

6 13C

156,61
126,40
204,00
44,63
45,15
25,57
77,90

43,95
29,70

39,64
16,70
29,25
39,02
70,50
54,08
167,25
78,10

20,00

20,00
120,21
141,09

109,81
143,13

27,55
21,10

14,08
170,35
21, 44

HMBC

204,00 (C-3); 45,15 (C-5); 39,64 (C-10)
44,63 (C-4); 39,64 (C-10)

39,64 (C-10)
14,08 (C-30)

78,10 (C-17); 70,50 (C-14); 39,02 (C-13); 29,25
(C-12)

78,10 (C-17); 20,00 (C-18)
78,10 (C-17); 70,50 (C-14)

167,25 (C-16); 70,50 (C-14)

141,09 (C-21); 120,21 (C-20); 109,81 (C-22);
70,50 (C-14); 39,02 (C-13); 20,00 (C-18)
78,10 (C-17); 70,50 (C-14); 39,02 (C-13);

29,25 (C-12)
156,61 (C-1); 45,15 (C-5); 39,64 (C-10)

143,13 (C-23); 141,09 (C-21); 120,21 (C-20);
109,81 (C-22)

143,13 (C-23); 141,09 (C-21); 120,21 (C-20)
143,13 (C-23); 141,09 (C-21); 120,21 (C-20);
109,81 (C-22)

21,10 (C29); 44,63 (C4); 45,15 (C5); 204,00
(C3)

27,55 (C28); 44,63 (C4); 45,15 (C5); 204,00
(C3)

70,50 (C14); 77,90 (C7)

170,35 (OCOMe)
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Figura 39 — Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo de COM-16.H.4.6
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Figura 40. Espectro de RMN 'H de COM-16.H.4.6 (300 MHz, CDCly)
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5. 3. Atividade antifungica da substancia 8 (mexicanolida)

Tabela 18. Resultados da CIM das substancias sobre as cepas de fungos

CIM (pg/ml)
Substancia X X .
Candida albicans Cryptococcus gattii  Cryptococcus neoformans
mexicanolida >320 320 160
Anfotericina B <160 <160 <160

Nesta etapa realizou-se o teste de sensibilidade antifingica pela técnica de
microdiluicdo em caldo, para avaliar a atividade antifungica da substancia 8 (tabela
18), e encontrar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da substancia frente as
linhagens de Candida albicans (ATCC 13803), Cryptococcus gattii (VGII WM 178/08)
Cryptococcus neoformans (VNI WM 148/08). Em hospitais terciarios, o género
Candida responde por cerca de 80% das infeccBes fungicas documentadas,
representando um grande desafio aos clinicos de diferentes especialidades devido
as dificuldades diagndsticas e terapéuticas das infeccfes causadas por tais agentes
(BANERJEE et al., 1991) O fungo C. neoformans, um dos principais agentes
etiolégicos da criptococose, tem distribuicdo mundial e seu habitat natural sdo as
excretas de aves, especialmente de Columba livia (pombos domésticos) (FARIA et
al., 2010; LIMA et al., 2015). Por outro lado, C. gattii ocorre em regifes tropicais e
subtropicais, e tem como habitat natural os eucaliptos e material vegetal em

decomposicédo (ELLIS e PFEIFFER, 1990; BALTAZAR et al., 2008).
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(8)

mexicanolida

Os resultados encontrados para os testes in vitro do limondide mexicanolida
provenientes dos residuos de madeiros de C. odorata provenientes de demolicdo
frente as diferentes linhagens de fungos. Os resultados demonstram que o
mexicanolida na concentragdo de 320 ug/ml ndo apresentou nenhuma reducdo no
crescimento das cepas de C. albicans e C. gattii. Porém para os testes com as
cepas de C. neoformans, o limonodide mexicanolida apresentou 100% de atividade
inibitéria, tendo sua CIM observada em 160 pg/ml, esse tipo atividade foi observada
em outros limonoides de tipo mexicanolideo, tendo sido relatadas pelo potencial
antifangico (GOVINDACHARI et al., 1999). No entanto esse € o primeiro relato de

atividade antifngica, contra C. neoformans, observado para mexicanolida.

6. CONCLUSOES

Na investigacao fitoquimica em residuos madeireiros de Cedrela odorata L.
de demolicdo foi possivel purificar e identificar: 0 sesquiterpeno cadaleno (1) e os

limonoides mexicanolida (8) e gedunina (9). Outras substancias foram identificadas
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em misturas: os tripertenos cicloeucalenona (2), a e B-amirenona (3 e 4) e 0 acetato
de butirospermol (5), além dos esteroides S-sitosterol (6) e estigmasterol (7).

Ao comparar as substancias identificadas neste trabalho, em
Cedrela odorata L., foi possivel observar que boa parte delas ja haviam sido
relatadas em estudos anteriores realizados com a mesma espécie, observou-se
ainda que essas substancias foram preservadas ao longo do tempo de exposi¢céo
aos intemperes, tempo esse em que a madeira serviu de matéria-prima para a
construcéao civil onde esteve empregada por mais de 40 anos. Além disso, puderam
ser identificadas substancias que ainda ndo haviam sido relatadas anteriormente
para essa espécie.

Ao realizar testes antifungicos com o limondide mexicanolida, cepas de C.
albicans, C. neoformans e C. gattii, observou-se que o0 mesmo apresentou resultado
significativo na reducdo do crescimento das cepas de C. neoformans. Vale ressaltar
gque os testes foram realizados apenas com a substancia 8 devido ao seu
rendimento ter sido elevado, isso quando comparado com as demais substancias
identificadas neste trabalho.

Essa investigacdo p6de de ampliar o conhecimento fitoquimico dos residuos
madeireiros de espécies amazbnicas, pois além de demonstrar que os metabolitos
secundarios séo preservados ao longo do tempo, pode-se notar que esses residuos
provenientes de demolicdo sdo fonte seguras para o aprofundamento dos estudos
fitoquimicos de espécies da flora amazdnica, uma vez que nao necessita de novas

extracdes in vivo, tornando-se uma alternativa para futuras pesquisas.
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