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RESUMO
CLUSIA - CULTURA DE TECIDOS E IMPORTANCIA DO SEU LATEX
NA SOBREVIVENCIA DAS ESPECIES

Cliudio Augusto Gomes da Cimara
Orientadora: Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaiol:

Palavras-chave: Clusia, latex, cera epicuticular, cultura de tecido e polissacarideo.
Com o intuito de correlacionar a composigdo quimica do latex a
sobrevivéncia das espécies foram analisadas 12 clisias pertencentes a 4 segbes
taxondmicas (1- Chlamydoclusia: C. nemorosa, C. rosea, C. grandiflora; 2-
Criuva: C. criuva, C. parviflora;, 3- Phloianthera: C. hilariana, C. lanceolata 4-
Cordylandra: C. fluminensis, C. paralicola, C. weddelliana, C. panapanari, C
spiritu-sanctensis) e 2 hibridos ( C. paralicola X C. weddeliana ¢ C. lanceolata e
C. nemorosa). Testes bioautograficos, com estes latex revelaram principalmente
para as fragdes polares atividades bactericida e fungicida, enquanto que o latex
produzido por plantas hibridas foi menos ativo contra os microorganismos testados
(bactérias: Escherichia coli CCT 5050; Bacillus subtilis CCT 0089; Rhodococcus
equi CCT 0541; Staphylococcus aureus CCT 4259; Micrococus luteus CCT 2720;
Salmonella typhymurium CCT 0528, e fungos: Aspergililus fumigatus CCT 01277;
Aspergillus niger CCT1435; Fusarium oxysporum CCT 3244; Rhizopus oryzae
CCT 4964; Alternaria alternata CCT 1250; Cladosporium cladosporioides
CCT5039 e Candida albicans CCT 0776). A composi¢do quimica dos latex foi
semelhante para todas as espécies. 30% dos solidos em suspensdo no latex eram
polissacarideos constituidos por arabinose (de 29.82 a 59.15%), ramnose (de 481 a
9.75%), manose (de 7.44 a 12.65%), galactose (de 26.27 a 44.24 %) e acido
glucurdnico (de 2.07 a 4.24 %). Analise por RMN de BC revelou que a cadeia
principal é B-galactose (13), com ramificages de P-galactose (1 —>6).

Sesquiterpenos, triterpenos e derivados fenolicos foram os principais constituintes
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da fragdo solivel em metanol. Tragos de benzofenonas poliisopreniladas foram

detectadas no latex em C. paralicola, C. parviflora e C. hilariana Anélises por
CG/EM e RMN de °C foram usadas para 1dentificar os componentes das misturas
de triterpenos (B-amirina, eufano, lanostano) presentes no latex. Alguns
metabolitos foram isolados e caracterizados como 4cido clean-12-en-3-0x0-28-0ico
e trés derivados do tocoferol, sendo um composto inédito ¢ dois mencionados pela
primeira vez no geénero Clusia. Os triterpenos: B-amima, lupeol, lupenona e
fridelanona foram os constituintes majoritarios caracterizados nas ceras
epicuticulares de C. lanceolata, C. nemorosa, C. pardlicola, C. paralicola x
C.nemorosa e C. lanceolata x C. nemorosa, mas um tanto dificil de estabelecer, em
defmitivo, uma correlagdo entre a composi¢io quimica dos hibridos e os
respectivos parentais ¢ suas resisténcias contra ataques de microorganismos e
herbivoros. Para melhor entender os ataques de microorganismos ¢ a composigio
do latex, 4 microorganismos foram isolados a partir de um espécime hibrido
doente, mas nenhum deles fitopatogénico. Finalmente, composi¢io de cultura in
vitro de Clusia foi obtida por CG/EM dos calos revelando a presenga dos 4cidos
olean-12-en-3-0x0-28-61co e olean-12-en-3-0x0-28-0ico, os quais foram
encontrados no latex de C. grandiflora.

Todas estas analises nfio permitem uma conclusio definitiva do papel
exercido pelo latex na protegdo da planta, mas certamente contribuiu para a
elucidagio da composicdo quimica do latex de Clusia, cera epicuticular e cultura de
tecidos os quais ndo tinham sido investigados. Finalmente, o protocolo estabelecido
na cultura in vitro de Clusia promoveu a formag3o de metabélitos encontrados

vivo em espécies de Clusia.



ABSTRACT
CLUSIA — CELL CULTURE AND LATEX ROLE TO THE SPECIES SURVIVAL

Claudio Augusto Gomes da Cimara
Adviser: Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli

Key-words: Clusia, latex, epicuticular waxes, polysaccharide , cell culture.

Focusing on the latex importance for the Clusia species survival we have
investigated the chemical composition of 14 clusia latex, belonging to 4 different
taxonomic sections (1- Chlamydoclusia: C. nemorosa, C. rosea, C. grandifiora; 2-
Cruva: C. criuva, C. parviflora, 3- Phloianthera: C. hilariana, C. lanceolata 4-
Cordylandra: C. fluminensis, C. paralicola, C. weddelliana, C. panapanari, C. spiritu-
sanctensis) and two hybrids (C. paralicola X C. weddeliana ¢ C. lanceolata e C.
nemorosa). Biautography tests revealed that polar components possessed antibacterial
and antifungal activity while latex produced by hybrid plants were less active against
microorganisms (bacteria : Escherichia coli CCT 5050 Bacillus subtilis CCT 0089;
Rhodococcus equi CCT 0541; Staphylococcus aureus CCT 4259; Micrococus tuteus CCT
2720; Salmonella typhymurium CCT 0528, e fungi: Aspergilllus fumigatus CCT 01277;
Aspergillus niger CCT1435; Fusarium oxysporum CCT 3244; Rhizopus oryzae CCT
4964; Alternaria alternata CCT 1250; Cladosporium cladosporioides CCT5039 e
Candida albicans CCT 0776). The chemical composition was rather similar m all
investigated species: 30% of the solids in the latex suspension was composed by a
polysaccharide possessing arabinose (29.82 to 59.15%), thamnose (4.81 to 9.75%),
manose (7.44 to 12.65%), galactose (26.27 to 44.24 %) and glucuronic acid (2.07 to 4.24
%). ?C NMR analysis revealed that the main chain is made of (1->3) B-galactose umits
and branching of p-galactose (1->6). Sesquiterpenes, triterpenes and phenolic
dervivatives were the main constituents of the methanol soluble fraction Traces of

xi



poliisoprenylated benzophenones were detected in C. paralicola, C parviflora and C.

hilariana latex. GC/MS and >C NMR analyses were used to identify the components of
triterpene mixtures (P-amirine, eufane, lanostane) present in the latex. Some metabolites
were isolated and fully characterized as olean-12-en-3-ox0-28-0ic acid and 3 tocoferol
derivatives, of these 2 tocopherol derivatives were never mentioned in the genus and one
is new. The B-amirine, lupeol, lupenone, and friedelanone were major constituents of the
epicuticular waxes of C. lanceolata, C. nemorosa, C. paralicola, C. paralicola x
C.nemorosa e C. lanceolata x C. nemorosa but it was rather difficult to establish a
correlation between the chemical composition of the hybrids and natural species and
their resistance to microorganism attack and herbivory.

In order to understand microorganism attack and litex composition, 4
microorganisms were isolated from sick hybrid specimen but none of them were
pathogenic. Finally, composition of in vitro Clusia cell cultures was obtained by GC/MS
of the caluses revealing the presence of olean-12-en-3-ox0-28-oic acid and olean-12-en-
3-hydroxy-28-oic acid, which were also detected in the latex of C. grandiflora.

All the above mentioned analyses do not allow definite conclusion on the role of the
latex in the plant protection but they have certainly contributed to the elucidate the
chemical composition of Clusia latex, epicuticular waxes and cell cultures which was
never performed before. Finally the Clusia in vitro cell culture protocol was successful

and the metabolites were related to those present in vivo.
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INTRODUCAQD — justificativa e objetives

INTRODUCAO

De acorde com o sistema de classificagdo de APG', a familia Guttiferae,
pertence 4 ordem Malpighiales. A familia ¢ basicamente tropical, apenas os géneros
Hypericum e Triadenum sao restritos & América do Norte. Alguns dos géneros sdc
endémicos a certas regides, como € ¢aso do género Kielmeyera, que esta confinado
na América do Sul (Brasil, Paragual e Bolivia). Na regidio neotropical ocorrem ca.
26 géneros com ¢a. 400 spp.

A familia é caracterizada pela presenga de latex, muitas vezes colorido. Sao
arvores ou arbustos, com flores muitas vezes vistosas ¢ a sua biologia floral
bastante variavel. A ocorréncia de recompensas Iaras, COIRO resing (Clusia ¢
Clusiella) e 6leos aromaticos (Tovomita), atraindo determinadas abethas, também €
notavel. Enquanto, a maioria das espécies ocorre em formas de vegetagdo primaria,
certas espécies de Clusia e Vismia colonizam com sucesso, areas de vegetagdo
secundaria e areas degradadas.

Algumas espécies de Guttiferae séo de interesse econbmico como ¢ o caso da
Platonia insignis (bacuri), arvores nativas do Maranhdo e de varias outras espécies
dos géneros Garcinia, € Mammea, que oferecem frutos comestiveis. Os latex de
Moronobea, Platonia e Symphonia sao usados por nativos para fixar as pontas de
flechas, calafetar canoas, confecg@o de mascaras e em tochas, como fonte de uz’.

Na Figura 1 (pag. 02) sdo mostrados detalhes morfologicos de espécies
pertencentes, aos géneros: Clusia, Symphonia, Chrysopia, Garcinia e Kielmeyera.

! The Angiosperm Phylogeny Group. 1998, “An Ordinal Classification for the Families of Flowering Plants” Ann.
Missouri. Bot. Gard., 85:531-533.

2Watson. L., and Daliwitz, M. J. . “The families of flowering plants’ ‘hitp://biodiversity. uno.edu/delta/
1
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1- Flores & de Clusia angularis;  2- Diagrama Floral de Clusia, 3-Parte do androceu de
Clusia &, 4- Segdo vertical do pistilo de Symphonia, 5- Flor sem a corola de Symphonia; 6-
Pétalas de Chrysopia;, 7 e 8- Fruto de Garcinia mangostana.

o . Kielmeyera rosea _
1- Pistilo; 2- Sec#o transversal do pistile; 3- Frute maduro; 4-Embride

WM#W”—*—WM
Figura 1 Morphologia de flores e frutos de espécies pertencentes a familia

Guttiferae

Por serem arbustos, algumas espécies tem sua madeira aproveitada na

confecgdio de moveis trangados. Atualmente a familia Guttiferae esta dividida em

2
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cinco subfamilias: Kielmeyeroidea ¢ Clusicideae, com duas tribos, Hypericoideae

com {rés tribos, Calophylloideac e Symphonioﬁdea&’“. {(Tabela 1).

Tabela 1 — Classificacio da familia Guttiferac com
alguns géneros importantes.

SUBFAMILIA TRIBO GENERO

Kielmeyercae Mahurea
Kielmeyeroideae Kielmeyera

Caraipeae Caraipa

Haploclathra

Calophyllum
Calophyvlioideae Calophylleae: Mesua
Mammea
Clusieae Clusia
Tovomita
Clusioideae Allemblackia
Garcinieae Garcinia
Pentaphalangium
Rheedia
Symphonioideae Symphonieae Moronobea
Pentadesma
Platonia
Symphonia
Hypericeae Hypericum
Hypericoideae Harungana
Vismicae Psorospermum
Vismia

Os géneros mais citados na literatura, relacionados & composi¢do quimica,
sio: Calophyllum, Clusia, Garcinia, € Kielmeyera. As espécies do género Clusia se
caracterizam por S€rem arvores ou arbustos. E um género neotropical, com 250-300
spp. distribuidas desde o sul da Florida até Rio Grande do Sul (Brasil). Com poucas
excecdes, as especies sao didicas’, em algumas espécies existem ragas de plantas

com flores bissexuadas, € em alguns casos, como 2 C. scrobiculata, sempre S0

3 Dahlgren, R. M.T. Bot. J. Linn. Soc. 1988, 80:2, 91.

*Engler, A Guttiferae et Quimaceae in: C.F.P. von Martus: Flora Brasiliensis, Munchen, Frid. Fleisher, 1888. 12
{1}, 381

* Que tem orgdos reprodutores masculinos e femininos em individuos distintos, unissexuais.

3
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hermafroditas. As flores masculinas, especialmente quando oferecem resina,
mostram uma grande variagio na morfologia do androceu’, que resultou na
separacéo de alguns g€neros pequenos, por ex. Decaphalangium, (Renggeria). As
plantas femininas por outro lado sfo mais dificeis de identificar, pois as flores
femininas sfo relativamente pouco variaveis. As folhas, mais ou menos suculentas,
lembram bastante as de algumas figueiras, apresentando inclusive latex, mas ao
contrario delas as de Clusia sdo sempre opostas. O metabolismo tipo CAM
(Metabolismo acido de crassulaceas)® foi observado em algumas espécies do

género.

Figura 02 Na }esqera,\frutos ¢ a flor da eéié . x osa, mostrando e
vermelho a resina floral. A direita frutos de C. lanceolata.

Muitas es;ﬁécies de Clusia crescem como hemiepifitas® nas matas, mas como
plantas terrestres em formacgdes de vegetagdo aberta. A biologia floral das clusias ¢
muito interessante ¢ bastante variavel. Resina floral, polen e néctar sio oferecidos
como recompensa para os polinizadores, que incluem abelhas de varios grupos

taxondmicos e tamanhos, besouros, esfingidios®, beija-flores € provavelmente

* O conjunto dos érgios masculinos, ditos estames, o qual constitui o terceiro verticilo (conjunto de pecas folidceas
colocadas no mesmo nivel) numa flor hermafrodita.

* Mecanismo de adaptacio para ambientes com escassez de agua, observado em esécies de Clusia.

* Epifetas, é o termo utilizado para os vegetais que vivem sobre um outro sem retirar os nutrientes, apenas apoiando-
se nele,

¥ Familia de mariposas robustas, de grande capacidade de v6o, e cujas larvas tém postura que lembra a da esfinge.

4
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moscas. As sementes sfo dispersas por varios passaros atraidos peloé arilos”
vermelhos a amarelos, oleosos e as vezes doces. Geralmente a dispersdo secundaria
por formigas, também pode acontecer € as vezes foram encontradas plantulas®
emergindo de um formigueiro.

Plantas de certas espécies, especialmente de C. renggerioides, podem ser
encontradas perto de Manaus em éareas degradadas, e.g., ao longo de estradas,
formando densas populagdes. O latex de Clusia, e mais raramente a resina floral,
sfo usados na medicina popular/indigena para tratar ferimentos. Sfio utilizadas
como plantas ornamentais ndo 6 pela beleza e diversidade de suas flores, muitas
vezes grandes e vistosas, como também pela presenca de folhas sem pélos ¢

coriadceas’” de um verde intenso ¢ brilhante.

Figura 03 Clusia rosea, vista por baixo mostra as s€palas cor de rosa, dispostas
de maneira opostas, em forma de cruz. As pétalas sdo geralmente rosadas ¢
vistosas. O corte transversal no fruto, mostra a coloracdo, amarela intensa, do
latex encontrado nesta especie.
e e e e e e e e e
Representantes dos géneros Clusia e Vismia, por serem resistentes a regioes
com solo de baixa qualidade, sfo utilizadas como colonizadoras de ambientes

degradados na Amazoénia e Venezuela’.

" Designicio comum as excrescéncias observadas na superficie de muitas sementes.

* Embrifio em desenvolvimento, apds a germinagho da semente, planta recém-nascida.
* De consisténcia semelhante & do couro.

3 Bittrich, V., 1995, Revista Brasileira de Horticultura Ornamental. 3:13-1

% Saddi, N. 1989. Rev. Brasil. Biol., 49,75
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No Brasil, existem cerca de 22 géneros com 200 espécies. Clusia, € 0 maior

género de Guttiferae, com cerca de 60 espécies brasileiras’.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Com base no levantamento bibliografico para espécies do género Clusia, boa
parte dos artigos referem-se 3 identificacdo dos constituintes quimicos € avaliacdo
de suas atividades biolégicas, sendo poucos oS trabalhos voltados as interagdes” do
tipo mutualismo, herbivoro e/ou parasitismo entre a planta € outros 0rganismos
vivos por meio desses constituintes quimicos.

Flucidar a quimica responsavel pelas diversas interacdes de um sistema
ecologico é sempre um desafio € nem sempre, uma tarefa facil de ser bem sucedida.
O estudo do sistema Clusia e abelhas polinizadoras permitiram 0 acesso & quimica
destas interacdes mutualisticas mediados por resinas florais que servem de
recompensa. A COMposi¢ao quimica das resinas florais de Clusia foi estudada
revelando que sdo basicamente constituidas por benzofenonas poliisopreniladas7.

A relagio entre as resinas € a vida das abelhas, foi comprovada pela analise
do ninho de Trigona no qual foi constatada, a existéncia de componentes das
resinas florais de Clusia. Verificou-se ainda, a atrago das abelhas polinizadoras
pelo aroma das flores de Clusia, cuja composicdo quimica foi também elucidada.
Portanto, cada novo questionamento, no nivel molecular, sobre a ecologia quimica
entre as clisias e os polinizadores levou a respostas mais precisas sobre a rede
infinitamente sutil que permeia a relacdo entre €stes sistemas vivos. No momento,
nossa atengdo esta voltada para o 1atex, pois como foi comentado o género Clusia,

assim como na maioria das plantas da familia Guttiferae existem estruturas

* mutualismo é a interagio entre duas espécies, onde ambas sdo beneficiadas no herbivorismo e parasitismo, apenas
uma das espécies envolvidas € beneficiada.

7 90liveira, CM.A.; Porto, AM.; Bittrich, V.; Vencato, I. e Marsaioli, AJ. Phytochemistry,1996. 37 (36), 6427-
6430. ® Oliveira, CM.A_; Porto, AM.; Bittrich e Marsaioli, A.J. Phytochemistry,1999. 50, 1073-1079. < Porto,
AM. ; Machado, SM.F.; . Oliveira, CM.A.; Bittrich, V.; Amaral, M.C.E. e Marsaioli, A.J. Phytochemistry, 2000. (in
press).
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especializadas, que sao responsaveis pela produgdo de latex, que ao contrario das
resinas florais, é encontrado em todo o tecido vegetal e cuja importincia ecologica
ndo esta explicada do ponto de vista quimico. Seria, portanto, de grande relevancia,
desvendar os constituintes dos latex e verificar a importincia dos mesmos na
protegdo das clisias.

Foi observado que muitos hibridos de Clusia tmham baixa resisténcia ao
ataque de microorganismos ¢ herbivoros ¢ a priori, 2 hipotese levantada era que os
hibridos possuiam menos latex ¢/ou menos constituintes bioativos, ja4 que plantas
com um sistema reduzido de canais laticiferos tornam-se mais vulneraveis 5

De acordo com o levantamento bibliografico, o género Clusia € rico em
benzofenonas poliisopreniladas, uma classe de metabélitos  secundarios
biologicamente ativos’, que estdo presentes nas resinas florais e nos frutos,
restringindo sua disponibilidade para o uso na medicina popular, em qualquer
época do ano. Uma alternativa a este problema seria a cultura de tecidos de Clusia
que permitiria uma fonte continua destes metabolitos.

Conseqiientemente, o trabalho desta tese foi segmentado em duas partes
principais:

> Estudo quimico do latex e o seu potencial farmacologico, para
estabelecer uma relagdo entre a composi¢do quimica e a protegdo das
espécies contra predadores.

» Cultura de tecidos para obtengdio e manutengdo de calos a partir de
uma espécie nativa de Clusia.

Levantadas estas observagdes e hipdteses, os principais objetivos desta tese

sqo:

§ Farreall, B. D., Dussourd, D. E. & Mitter, C. 1991. The American Naturalist, 138: (4), 881-899.
® Gustafson, K, R., Blunt, J. W, Munro, M. H. G., Fuller, R. W., Mckee, T. C., Cardellina, J. H. Macmhon, J. B.,
Cragg, G. M. & Boyd, M. R. 1992. Tefrahedron, 48, 46, 10093-10102.

7
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o Avahar o potencial da atividade antimicrobiana do latex, através da técnica
bioautografica.

o Identificar e estabelecer a importincia dos constituintes quimicos do latex na
sobrevivéncia das espécies.

o Comparar os constituintes quimicos do latex, provenientes dos hibridos e
seus parentais.

o Elaborar um protocolo para obten¢do da cultura de tecidos de Clusia,

visando o estabelecimento da melhor combinagdio entre os fitorreguladores
para obtencdo de calos.

o Identificar os metabolitos presentes nos calos, e compara-los com os
produzidos in vivo.



CAPITULO 1 - Aspectos Gerais sobre Plantas Laticiferas

CAPITULO1I
1-ESTUDO DA COMPOSICAO QUIMICA DO LATEX DE CLUSIA

1.1-ASPECTOS GERAIS SOBRE PLANTAS LATICIFERAS

Muitas plantas podem armazenar uma grande diversidade de fluidos,
incluindo latex, resinas, mucilagens e gomas, dentro de células especializadas,
canais ¢ cavidades intercelulares. O latex pode ser definido como uma suspenséo
aquosa ou emulsdo de varios tipos de pequenas particulas que sio acumuladas em
células efou estruturas especializadas. Estas estruturas, responsaveis pela produgdo
de latex, s3o denominadas de laticiferas e a suspensdo aquosa ¢ denominada de
latex a qual pode ser constituida por uma infinidade de substincias pertencentes a
varios grupos de metabolitos, nclusive constituintes inorganicos. Entre eles
destacam-se os triterpenos, esterdides, hidrocarbonetos poliisoprendides; 4cidos
graxos, compostos aromaticos, fosfolipideos, taninos, alcaldides, proteinas, etc..
As estruturas laticiferas podem ser divididas em Desarticuladas” ou Unicelulares e
Articulados® ou Multicelulares'™"'. Ambos os grupos, ndo tem relagéo entre grupos
taxondmicos, ¢ diferentes tipos de orgdos laticiferos podem ser encontrados em
diferentes espécies de uma mesma familia. O latex pode também ser proveniente de
células que ndo sdo laticiferas. E o caso da planta Parthenium argentatum
(Guayule), cujo latex ocorre em células parenquimaticas™ .

As plantas laticiferas ocorrem com maior freqiéncia nas Dicotiledoneas.
Estima-se que cerca de 40 familias e mais de 20.000 espécies possuam algum tipo

de estrutura laticifera e curiosamente, ha mais familias produtoras de latex na

* Estruturas laticiferas Desarticuladas sdo constituidas por c¢lulas simples que crescem em conjunto € em harmonia
com a planta, ocupando os espagos intercelulares.

* As articuladas sdo constituidas por uma fileira de células, com formato de “cadeado” onde o ponto de contato, entre
as células, pode se apresentar intacta sem ramificacdio ou dissolvidos, confundido-se com ¢ sistema unicelular.

10 Fahn, A. 1997, “Plant Anatomy”,..4° ed. Vol. 10, Oxford, Butterwort Heinemann.

1 Fahn A. 1990. “Secretory Tissues in Plants”. 4° ed. Oxford, Academic Press

* & o tecido constituido de células isodiamétricas ou paralelepipedais, que contém pontoagdes simples. Relaciona-se
principalmente com a armazenagem ¢ distribuicéio de substéncias nutritivas.

9
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regido tropical'>. As fungdes exercidas pelo latex na planta, ainda ndo estdo bem
esclarecidas, mas de forma geral acredita-se que tenha a fung¢do de distribuir os
nutrientes as diferentes partes da planta. Outras hipoteses, fundamentadas, sugerem
que as estruturas laticiferas (Figura 4, pag. 11), servem para estocar nutrientes.
Resultados experimentais revelaram que em condi¢gdes desfavoraveis de

crescimento, a planta ndo viabiliza os substratos presentes no latex!%!!,

Outras
fungdes descritas para estes 6rgdos produtores de latex s3o o de regular o balango
de agua e transporte de oxigénio nas plantas, além de proteger o vegetal contra
mimigos naturais, mais especificamente, microorganismos € herbivoros. Evidéncias
da fungdo protetora do latex tém sido amplamente relatadas na literatura nas
tltimas décadas. Devido as propriedades adesivas inerentes ao latex (alta
viscosidade e rapido endurecimento em contato com o ar) alguns insetos sdo
imobilizados na tentativa de agressio a planta. A existéncia de metabolitos de
reconhecida toxidez em latex como morfina e berberina em espécies do género
Euphorbia, glicosideos cardiotonicos em latex de espécies do género Asclepias e
lactonas sesquiterpénicas em latex de espécies do género Cichorium'?, permitem
atribuir ao latex, a fungdo de protegdo, a qual pode ser de forma direta ou indireta.
No primeiro caso, o latex age, inicialmente como wum agente selante,
impermeabilizando a 4rea lesionada da planta. No segundo caso, o latex age como
um antibidtico, através dos constituintes bioativos, afastando microorganismos e
herbivoros. Curiosamente, o latex de C. insignis Mart., sdo utilizados nos olhos, por
algumas tribos da Amazénia, com o intuito de obter sucesso na caca
subaquatica™. Ha relatos na literatura, de que plantas com canais laticiferos
lesionados s@o mais vulneraveis ao ataque dos predadores do que aquela com os
canais intactos’. Da mesma forma, uma variedade vegetal com menor produgio de

latex torna-se mais vulneravel.

12 Lewinsohn, T. M. 1991, Chemeoecology (2), 64-68.
13 Uphof, J.C. 1968. “Dictionary of Economic Plant’s, second edition, New York
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Figura 04, A) Foto obtida com auxilio de uma lupa da
superficie da folha de C.renggeroides em que os Canais
laticiferos, indicado pela seta, aparecem em branco, sob a
epiderme. B) Corte transversal de um ramo de C.
renggeroides. Os canais laticiferos aparecem como orifigios
com tonalidade escura, indicados pelas setas.

11
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1.2-REVISAQ BIBLIOGRAFICA DOS CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS E
PROPRIEDADES MEDICINAIS NO GENERO CLUSIA.

O levantamento bibliografico foi realizado no “Chemical Abstract” e no site
de busca “Web of Science” — FAPESP, abrangendo de 1940 até janeiro de 2001.
Foram utilizadas, como palavras-chave, Guttiferae, Clusiaceae ¢ Clusia. Das 53
espécies citadas, 36 referem-se ac estudo fitoquimico. E pouco mais de 20
espécies foram estudadas ecofisiclogicamente. Por outro lado, levando em
consideracio o conteudo dos artigos, aproximadamente 43,1% estfio relacionados
ao estudo ecofisiologico, 35,8% voltados para o interesse fitoquimico, 5,8% relata
a atividade bioloégica de extratos e de alguns principios ativos isolados. Os
restantes, cerca de 16%, dos artigos, estdo relacionados as areas da fisiologia,
ecologia, genética ¢ botanica. Um resumo das espécies citadas na literatura, dando
énfase aos estudos fitoquimicos e farmacoldgicos, encontra-se descritos na Tabela

2 abaixo.

Tabela 2 Relacdo das espécies citadas na literatura, especificando o tipo de
investigacdo, Fitoquimica ou Testes Biologicos e a parte da planta

estudada.
, Clusia Investigacdo
ESPECIES Parte da Planta F TB.

1 C. arboricidu Caule X -
2z C. burchelli Resina Floral, Flor (voléteis) X -
3 C. congetiflora Caule X -
4 C. criuva Folha, Flor (volateis), Fruto X -
5 C. columnaris Folhas X X
6 C. coclensis Folhas - X
7 C. ellipticifolia Fruto, Folha, Caule X -
8 C. eugenioides Frutos, Raiz X -
9 C. flava Folhas, Flor{volateis) X X
10 C. fluminensis Folha, Flor (volateis) X )
11 C. grandifiora Frutos, Resina, Latex, Flor X X
12 C. guaviarensis Frutos X -
13 C. hilariana Flor (volateis), flor estaminal X -
14 C. insignis Resina, flor (volateis) X
15 (. havetiodes Frutos, ramo fino X
16 C. lanceolata Fior (volateis), Oleo estaminal X -

12
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17 C. multiflora Frutos X -
18 . minor Frutos, Resina Floral X X
19 C. major Resina Floral X X
20 C. remorosa ¥ruto, Folha, Caule, Resin Floral, X -
Flor (volateis), Oleo estarninal
21 C. octopetala Frutos X -
22 C. paralicola Raiz, Flor (volateis) X X
23 C. porthandiana Folhas e gathos X -
24 C. plukenetii Frutos X -
25 C. parviflora Flor {volateis) X -
26 C. palmana - X X
27 C. pana-panari Flor (volateis) X -
28 | C. pernambucensis Flor (volateis) X -
29 C. rosea Frutos, Caule, Resina Floral , Flor, X X
Folha
30 C. renggerioides Resina, Flor {volateis}, Oleo X -
estaminal
31 C. scrobiculata Resina Floral
32 | C. spiritu-sanciensis Resina Floral, Flor (volateis}, X
Oleo estaminal
33 C. sandiensis Folha, Fruto X -
34 C. stenophylla Folha X X
35 (. forresii - X X
36 C. weddelliana Resina Floral, Flor (volateis), X -
Oleo estaminal

Desde tempos remotos, a humanidade tem usado uma infinidade de plantas
com o intuito de tratar diferentes tipos de doengas. Raizes e frutos, de espécies
pertencentes a varios géneros da familia Guttiferae, sfo usados pelos indios da
AmazOnia para © tratamento de eczemas, utilizados como analgésico €
antipiréticow. Plantas do género Clusia t€ém sido usadas na medicina popular, por
meio da ingestdo do latex ou na forma de chd, usando diferentes partes da planta,
para o tratamento de doengas, por exemplo, reumatismo, purgativo, hanseniase ou
para aliviar “dores de cabega'®. O produto resinoso encontrado nos frutos de C.
rosea’

¢ usado por nativos da Venezuela, na cauterizagio de ferimentos. Ja a

espécie, C. insignis, uma planta medicinal da Amaz6nia, conhecida popularmente

14 Salama, M. 1986, Rev. Latinoamer. Quim., 16: (4), 117-118,
'3 pitter. FL. 1976, ¥ Manual de las Plantas Usales de Venezuela y su Suplemento”™, p 211. Fund. Eugenio Menzoza,
Caracus.
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como “apui”, as flores frescas sdo usadas como purgativo'®'**. Na Costa Rica, o
extrato aquoso das folhas de Clusia coclensis é usado na medicina tradicional para
o tratamento da hipertensio arterial' "'*"". Testes “in vivo”, de atividade biologica
em ratos, com extratos polares das folhas de C forresii ¢ C palmana,
neutralizaram o efeito hemorragico, induzido pelo veneno de Bothrops asper
(serpente)””.

O valor medicinal das plantas decorre da presenca de uma ou varas
substancias quimicas, conhecida por principio ativo e que sdo capazes de produzir
um efeito fisiologico.

Alguns exemplos relacionados ac isolamento e caracterizagio de principios
ativos, responsaveis pelas propriedades medicinais descritas, popularmente, para
uma dada espécie, foram compilados da literatura e sdo mostrados a seguir.

Delle Monache e col”’, Na década de 80, mvestigaram o potencial biolégico
do extrato acetonico da raiz de C. paralicola. O resultado dos ensaios biolégicos
revelou significante atividade antimicrobiana. Analise fitoquimica do extrato
possibilitou o isolamento da paralicolina A, composto 20, que ¢ um fenantreno
prenilado. Teste “in vitro” da paralicolina A, com células Kb e P388, mostrou
uma forte atividade cifotédxica.

No final dos anos 90, um grupo de pesquisa dos Estados Unidos, em
colaboragdo com o do Brasil®, isolou a partir do extrato ativo da raiz de C.
paralicola, trés derivados bifenilos, denominados de clusiaparalicolina A (59), B

(60) e C (61). Estes metabolitos foram submetidos ao mesmo ensaio biolégico

' Balbach, A. 1986, “A Flora Nacional na Medicina Domestica. Edel, Sdo Paulo, p. 466. '“Milliken, W.; Miller,
R.P.; Pollard, SR.; ¢ Wandelli, E.V. “The Ethnobotany of the Waimiri Atroari Indians of Brazil™

'" Garcia-Gonzalez, & M.° Morales. 1996, Rev. Biol. Trop. 44 (1) :87-91.

** Garcfa-Gonzalez, & M.° Morales. 1997, Rev. Biol. Trop. 45 (3) :999-1003.

' Garcia-Gonzalez, & M.° Morales. 1998, Rev. Biol. Trop. 46 (3) :575-578,

* Castro, O.; Guterrez, JM_; Barrios, M.; Castro, 1; Romero, M.; Umana, E. 1999, Rev. Biol. Trop., 47: (3), 605-
615.

# Delle Monache, F.; Delle Monache, G.; Cavalcanti, J.¥. 1987. Tetrahedron Letters, 28 (5). 563-566.

* Seo, EX.; Huang, L.; Wall, M.E; Wani, M.C.; Navarro, R M.; Farnsworth, N.R.. Kinghorn, A.D. 1999, J. Nat.
Prod 62, 1484-1437.
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daquele usado com a paralicolina A. Os trés compostos revelaram atividade
inibitoria moderada contra células KB. Estes resultados mostram, que o©s
metabélitos paralicolina A, clusiaparalicolina A ¢ B sfo os principios ativos do
extrato da raiz da C. paralalicola.

As resinas florais de C. weddelliana™, C. insignis’®, C. lanceolata™, C.
nemorosa’”, C. renggerioides’®, C. spirictu-sancitensis’®, e C. grandiflora’™
revelaram forte atividade antimicrobiana, principalmente contra bactérias. Dentre
as benzofenonas isoladas a partir destas resinas, podemos mencionar a clusianona
(10), gutiferona (32), grandona (42), nemorosona (2), nemorosona I (57), etc..
Estas substancias apresentaram atividade antimicrobiana contra varias bacténas de
Gram positivas ¢ negativas. Lokvam e col’ isolaram trés benzofenonas
poliisopreniladas denominadas de chamona I (65), II (66) a partir do latex do caule
e nemorosona II (57), da resina floral de C. grandifiora. Testes de atividade contra
microorganismos patogenos as abelhas (Paenibacillus larvae ¢ Paenibacillus
alvei), utilizando a técmica de difusdo em disco, revelou atividade apenas para
chamona I (65) e nemorosona II (57), comprovando a atividade bactericida destas
resinas florais e que as benzofenonas sdo 0s principios ativos nas resinas florais de
Clusia.

Cragg ¢ col’, investigaram a atividade anti-HIV de varios extratos de
diferentes espécies da familia Guttiferae. O extrato metanolico das folhas de C.
rosea foi submetido ao fracionamento monitorado com bioensaios anti-HIV.
Finalmente, o extrato ativo obtido, forneceu as substincias: xantochymol (9) e
guttiferona E (32), como principios ativos do extrato analisado. O biflavondide,

13 1I8-binaringenina (64), isolado das folhas de C. columnaris, apresentou agio

, .25
anestes;ca"‘ .

21 okvam J.. Braddock, 1.F.1999. Oecologia, 119: (4), 534-340.

241 okvam, 1. Braddock, 1.F.; Reichardt, P.B.; Clausen, T.P. 2000. Phytochemistry, 55 (1), 29-34.

2° Bittar, M.; Souza, MM.; Yunes, R A ; Lento R. Delle Monache, F.; Filho, V.C. 2000. Planta Médica. 66 (1), 84-
6.

15



CAPITULO 1 — Levantamento Bibliogrifico

Este biflavondide esta presente em varias plantas da familia Guttiferae,
principalmente no género Garcinia. Em 1989, Lin ¢ col®® mostraram, in vitro, ©
potencial citotoxico anti-HIV para este biflavondide ¢ outros de estrutura
correlata®’.

Fukugetina (75} e fukugesida (76) Foram isolados a partir dos frutos de
Clusia guaviarensis™. Estes compostos, foram isolados a partir das folhas de uma
outra espécie da familia Guitiferae, a Rheedia gardneriand®. Estes biflavonéides,
quando testados no modelo de dor induzida pela formalina em camundongos
foram mais eficazes do que a indometacina, que € uma droga comercial.

Até o momento, as contribuigdes mais relevantes, do género Clusia, para o
desenvolvimento da farmacologia, foram as descobertas das propriedades
analgésicas dos biflavondide 13,1i8-binaringenina (64), fukugetina (75) e
fukugesida (76), que revelaram maiores atividades antinociceptiva do que algumas
drogas usadas clinicamente, outras contribui¢des € o efeito inibitério citopatico das
benzofenonas polusopreniladas, de infeccdes HIV  observadas “in vitro” e o
isolamento das bifenilas, clusiaparalicolinas A e B, que revelaram significante
atividade citotOxica, também “in vitro”, para linhagens de células KB, do tipo
carcinoma epidermoide oral. A contribuig¢do ao conhecimento quimico de espécies
pertencentes 4 familia Guttiferae®™ tem revelado uma grande diversidade de
metabolitos, provenientes de varias partes da planta: folhas, raizes, caule, frutos,
etc., que inclul principalmente terpencides, flavondides, xantonas e derivados

fenolicos. O género Clusia ¢ a principal fonte de benzofenonas poliisopreniladas e

Zf Lin, YM; Chen, F.C; Lee, K.H. 1989. Planta Meédica, 55: 166-168,
# Lin, Y.M.; Anderson, H.; Flavin, M.T; Mata-Greenwood, E.; Pengsuparp, T.; Pezzuto, J.M.; Schinazi, RF.;
Hughes, S.; Chen, F.C. 1997_J. Nat. Prod. 60: 384-883.

PMartinez, O.E.; Barbara, M.M.; Delle-Monache, F. 1996, Ver, Colomb. Quim. 25: {1-2), 15-21.
» Filho, V.C. 2000 Quimica Nova, 23: (5), 680-685.

*De Arajjo. H. T.; Mahajan, J. R.; Gottilieb, O. R. & Magalhfies, M. T. 1966. Anais da Academia Brasileira de
Ciencias 38: (3-4) 429.
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alquilarilcetonas. Mais de 64% das substincias isoladas pertencem a classe das
benzofenonas poliisopreniladas.

Um sumério dos constituintes quimicos de Clusic encontra-se descrito na
Tabela 3. A letra sobrescrita relaciona a espécie com o local de coleta.

Ficaram fora desta listagem os constituintes provenientes das analises de
volateis™ e acidos fixos de diferentes partes da planta’ ™, que foram apenas

caracterizados por CG/EM.

3 Nogueira, PC., Bittrich, V., Shepherd, G.J. Lopes, A.V., Marsaioli, A J. 2000. Phytochemistry, 56: (5) 443-452.
32 GGonzales, J., Martinez, E., Moreno, B., Delle Monache, F. 1993. Rev. Colomb. Quim., 22: (2), 81-84.

33 Mercedes, F.; Eduardo, M.; Delie Monache, F. 1998. Rev. Colomb. Quim., 27: (2), 87-89.

¥ Gonzales, 1., Arias, T.. Moreno, B., Arias, B. 1988. Rev. Colomb. Quim.. 17: (1-2). 89-91.
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Tabela 3 Constituintes Quimicos isolados de Clusia

Folhas C. havetiodes

2- f3-Sitosterol

Frute: Clusia® sp; ¥Folha: C
Sfluminensis®, C.  nemorosa®,
Caule: C. arboricida’®,

3-Acido Betulinico

Frute: Clusia® sp, Caule: C
arboricida®; Folha: C. nemorosa®;
Folhas C. havetiodes'

4-Acido Oleandlico

Caule: C. rosed’, Folhas C.
havetiodes

5- Aplotaxeno

Caule: C. roseq’,

6-0-Friedelanol

Caule: C. rosed. Folha
C.fluminensis®.

7-B-Friedelanol

Caule: C. nemorosa®, C. rosed
Folha: C. ﬂuminensis&, Folhas C.
havetiodes’

8-Friedelano

Caule: C. rosed’, C. arboricida®, C.
nemorosa’, Fruto: C.
ellipticifolia®,; C. multiflora®, C
eugenioides®, e C. grandiflora™,
Folha: C. fluminensis®

9.Xantochymol

Fruto: C. roseqa™

10- Clusianona

Fruto: C.  congestifiora’, C.
sandiensisk’, Resina Floral:
C.spiritu-sanctensis’ (macho), C.
weddelliond' (macho), C.
lanceolatad® (macho), C. spiritu-
sanctensis (macho e fémea), C.
burchelli’ (macho), C para-
panar?  (fémea), C. paralicold
(macho), C.  pernambucensis

(fémea), C. fluminensis' (macho).

Compeosto Espécie e Parte Vegetal Local de Coleta*
Amnalisada*

1- B-Amirina Caule: Clusic® sp, Frute: C
grandiflora®, C. eugenioides® e
C.ellipticifolia® Folha: C. |-*Vizinho & estrada Brasilia-
fluminensis®, Folhas C. havetiodes |sobradinho, Brasilia- Brasil.

— -®*)ardim  Botinco de
1a-a-Aminna

Bogota Colémbia.
-“Rio de Janeiro-Brasil.

“Reserva Biologica de
Murici, Alagoas- Brasil.

-*Ouro Preto-Brasil.

Caripe, Venezuela.

-#San Antonio Del
Telquendama, Bogota-
Colombia.

"Aupuni St. in Hilo-Hawaii.

~Republica Dominicana.
JProximo a Fresno,
Coldmbia

&K M achu Pichu- Peru.

HAC, Fazenda Santa Eliza,
Campinas-Brasil.
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1i- Vismiafenona B
12- Isovismiafenoa B

Frutes: C. ellipticifolic”,

C.minor®, C. major.*

13- Clusiafenona A Fruto C. ellipticifolia®, C.
sandiensis”

14~ Machuona C. sandiensis®

15- Clusiafenona B

16- Clusiafenona C Fruto: C. ellipticifolia”

17- Clusiafenona D

18- (cis)-d-Tocotriendlico Fruto ¢ latex: C. grandiflord™,

18A-(cis)-5-Tocotrienolato de metila

19- (trans)-5-Tocotriendlico Fruto: C. grandiflora™,

20- Paralicolina A Fruto: C. paralicold”,

21- 3-oxo-Eufano Frato: C. multiflora”

22- Eufol Frutos:C. muitiflora’, C.
grandifiord”

23- Lupeol Frutes: C. grandiflora"; Folhas C.
havetiodes’

24- Nemorosonol Fruto, C. nemorosa’,
C.multiflora®;  Resina  Floral:

25- Nemorosonol B

d
Fruto, C. nemorosa

26- Acido nemorosinico A

27- Acido nemorosinico B

Fruto: C. nemorosa.®.

28- (-)-Epi-catequina

29- Procianidina B2

30- 67-0-Acetil-2"-O-rhamnosil-
vitexin

31- 2”-O-Rhamonosil-vitexin

Fotha: C. sandiensis®

32- Gutiferona E

Folha:C. rosed

33- Lupenona

Folha:C. fluminensis®

34- 2.6 Dimetoxi-p-benzoquinona

Caule:C. arboricida®

35- Clusiacitran A

Frutos: C. multiflora®

36- Clusiacitran B

Folba: C. ellipticifolia, Frutos: C.

multiflora®

37- Clusiaciclol A
38- Clusiaciclol B
39.- Clusiacromeno C

Frutos: C. multiflora®

40- Xerofenona A
41- Xerofenona B

Galhos ¢ Folhas: C. portiandiana

42- Grandona

Resina Floral: C. grandiflora

{macho e fémea)

43- Nemoropsona

Resina Floral: C. rosed (fémea),

C. grandiflord (macho

¢ fémea),

C. insignis® (fémea), C. nemorosd

(hermafrodita), C.

{masculina}

hilariand

*Jardim Botinco de Bogota
Colémbia.

-‘Rio de Janeiro-Brasil.

YReserva  Biologica de

Murici, Alagoas- Brasil.
“Ouro Preto-Brasil.
“FXMachu Pichu- Peru,

MAC, Fazenda Santa Eliza,
Campinas-Brasil.

-Jardim Botdnico, Caracas-
Venezuela.

-"Recife- Brasil.

~Parque Nacional de Purace-
Colombia.
-*Vaile de  Sartenejas-
Venezuela.

-ICaracas-Venezuela.

-"Mona-Jamaica.
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44- Hidroxi-nemorosona Resina Floral: € nemorosd
(hermafrodita)

45- Clusona Flor: C. insignis'

46-5,7-Diidroxi-2-(n-heptacosanil)

cromona Caule: C. nemorosa®

47- Ferulato de Octacosanila

48- Kaepferol

49- Plukenetiona A

58- Plukenetiona B

51- Plukenetiona C Frutos: C. plukenerti”

52- Plukenetiona D

53- Plukenetiona E

54- Plukenetiona F

55- Plukenetiona G
Resina Floral. C  nemorosd

56- 7-epi-nemorosona macho, C. inmsignis’s macho, C

reggerioides’ macho com e sem
pistolideo, C. reggerioides” fémea

&87-nenorosona 11

Resina Floral: C. roseqd’ fémea, (.
reggerioides’ macho com e sem
pistolideo, C. grandiflora’

58-xantona

Resina Floral: C  nemorosd
hermafrodita

59- Clusiaparalicolina A
60- Clusiaparalicolina B
61- Clusiaparalicolina C

Raiz: C. paralicold”

62- Vitexin
63- Isovitexin

Felha: C. criuve™

64-13 118-Binaringenina

Folha: C. columnaris”

65- Chamona
66- Chamona 11

Latex: C. grandiflora”

67- Weddellianona A

Resina Floral: C. weddlliand, C.
lanceolatd, C. burchelli?, C. pana-
panari,  C.  Pardlicold, C.
pemambucensisl. C. ﬂuminensis’,

C. hilariand.

68- Weddellianona B

Resina Floral: C. weddlliand, C.
pana-panari, C. paralicold.

69- Spiritona

Resina  Floral: (. spiritu-
sanctensis'. C. weddlliand, C.
burchellif, C. pana-panar?, C.
pernambucensis’, C. fluminensis'.

70- Lanceolatona

Resina Floral: C. lanceolatd, C.
Sluminensis’, C. pana-panari’, C.
pernambucensis’, C. burchellil, C.

hilariana

-'Reserva  Biologica de
Murici, Alagoas- Brasil.

“MAC, Fazenda Santa Eliza,
Campinas-Brasil.

-"Recife- Brasil.

-*Amazonas-Brasil.

-'‘Belém-Brasil.

-"St. Thomas-Barbados.

-"Parque Nacional Canaima-
Venezuela.

-*Curitiba- Brasil.

-*Rio Cataniapo-Venezuela.

IAC, Fazenda Santa Eliza,
Campinas-Brasil.
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71- Hilarianona

Resina Floral: C. hilariand.

72~ Insignona

Resina Floral: C. insignis

73- Scrobiculatona A
74- Scrobiculatona B

Resina Floral: C. scrobiculatd

HAC, Fazenda Santa Eliza,
Campinas-Brasil.

75- Fukugetina

76- Fukugisida

77- Damara-12, 24-dien3p-ol

Fruto: (. guaviarensis

-~"Bogota- Coldmbia

8- Acido oclean-12-en-3-0x0-28-
dico

79. Acido-cis-y-tocotrienclato de
metila

80- 5 8-dioxo-cis-y-tocotrienolato de
metila

Latex de C. grandiflord

-MAC, Fazenda Santa Eliza,
Campinas-Brasil.

81- 28,29-epoxyplukenetiona

82- 33-hidroxiperoxiisophikenstiona
83-15,16-dihidro-16-
hidroxiperoxiplukenetiona F

Frutes: (. havetiodes

Proximo a
Coltmbia

Fresno,

*A letra sobrescrita na espécie refere-se ao local de coleta que consta no trabalho
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Quadro 1 Estruturas dos Compostos Isolados de Clusia

23 4
1- B- 2 0% 2- B-Sitosterol®* 3373 3- Acido Betulinico™?"®

la- o~Amirina

4-Acido Oleandlico™ 5- Aplotaxeno™ 6- o-Friedelanol*®*

7-B-Friedelanol***"° 8- Friedelano®*** 9. Xantochymol”’

* QOtivares, E.M.; Gozalez, J. e Delle Monache, F. 1994, Phytochemistry, 36: (2), 473-475.

% Nagem, T.J.; Antonio, A L. e Silva, R. 1993, Fitoterapia, 64: (4), 380.

>’ Andrade, MR ; Almeida, X E. ¢ Conserva, L.M. 1998, Phyfochemistry, 47: (7), 1431-1433.
* Nagem, T.J; Silva, M.C., Antonio, A.L., Silva, R 1993, Fitoterapia, 64 (1), 87.

Mathur, S.B. 1972, Phytochemistry, 11: (1513-1514.

“ Gonzalez, §.G.. Cuellar, V. Betancourt, A. ¢ Pinzon, ML1. 1983, Phytochemistry,. 22: (5). 2088-2090.
* BDreyer, D.L. 1974, Phytochemistry,. 13, 2883-2884,
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. 43 Ta- ) ) .. 5
10- Clusianona™""** 11- Vismiafenona B> 12- Isovismiafenona™

OH ©
13- Clusiafennona A > 14- Machuona™ 15- Clusiafenona B¥

OH © .
17- Clusiafenona D™
12'a

1

18-R=H Acido cis--tocotriendlico™ 18A ~R=CH; Acido cis-8-tocotrienolato de metila™

2 McCandiish, B.L.; Hanson, 1.C. e Stout, G. 1976, Acta Cryst. B32, 1793-1800.
“ relle Monache, F.; Delle Monache, G. E Gacs-Baitz, E. 1991, Phyvtochemistry, 30: (2). 2003-2005,
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_ 42 3% 5 7 8% 417 B0 19 trans-8-Tocotriendlico
HO = i3

({1

e

22- Bufanol™

15
34
1 24- Nemorosono] ¥4

47,
A 7,49

26- Acido Nemorosinico

27- Acido Nemorosinico B*-°

“I Delle Monache, F.; Marta, M.: Mac-Quhae, M.M., Nicoletti, M. 1984, Gazzetta Chimica Ttaliana, 114, 135-137.
*Delle Monache, F.; Delle Monache, G.; Pinheiro, R M. ¢ Radics, L. 1988, Phytochemistry, 28: (7). 2305-2308.

“ Barberan, F.A.T., Viguera, C.G., Olivier, P.V., Ferreres, F., Lorente, F.T. 1993, Phytochemistry, 34: (1), 191-196
*" Gonzales, 1.G., Olivares, EM., Delle Monache, F. 1995, Phyiochemistry, 38: (2), 485-489.

* Delle Monache, F.; Delle Monache, G. e Gécs-Baitz, E. 1991, Phytochemistry, 30: (2), 703705,
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YOG R

OH O 32-Gutiferona E°

30 R=H, 6“—-0—Acetil—Z"—O—RhamnosiI-Vitexins !
31 R=COCH; 2"-O-Rhamnosil-Vitexin’’

HsCO OCH;

O

w

33- Lw;)eom:)na36 34- 2,6-Dimetoxi-p-benzoquinona

35- Clusiacitran A*’

“ Delle Monache, F. 1990, Bull. Chem. Soc. Ethiopia,. 4; (1), 67-69,
50 Bax, A. 1983, J. Magn. Reson, 53, 517.
5t Delle Monache, F. Rev. 1991, Latinoamer. Quim., 22: (1), 27-29,
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31
33 32
43- Nemorosona 44- Hidroxi-Nemorosona 2

> Gonzalez, J.G., Martinez, E.O. 1994. Rev. Col. Quim., 23: (2), 37-41.
* Henry, G.E. ¢ Jacobs, H. 1995, Tetrahedron Letters,. 36: (26), 4575-4578.

* Ishiguro, K.; Chaudhuri, $.K. e Kubo, 1. 1998, Pinvtochemistry, 49: (8), 2531-2532.
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OH
46-57 ~éiidmxi—2-—(n«hep‘tacosanil)crom011337 47-Ferulato de Octaxosanila®’

48- Kaepferol’’ 49. Plukenetiona A>>° 50- Plukenetiona B>~

51- Plukenetiona C>>>° 52- Plukentiona D>>~° 53- Plukentiona E>°

55 Henry, G.E. e Jacobs, H.; Carrington, C.M.S.; Mclean, S. e Reynolds, W.F. 1996, Tetrahedron letters, 37 (48),

8663-8666.
% Henry, G.E.; Jacobs, H.; Carrington, C.M.S.; Mclean, S. ¢ Reynolds, W.F. 1999, Tetrahedron, 1581-1596.
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54- Plukentiona F>>-° 55-PlukentionaG>° 56-7-epi-Nemorosona >>-°

1 59- Clusiaparalicolina A%

62- RI = G};C., Rz =H
63-R; =H, R, = Gle.

OH

OH
60- Clusiaparalicolina B* 61~ Clusiaparalicolina C?  62- Vitexin®!  63- Isovetexin®’

*’Chedier, L.M.; Paiva, S.R.; Costa, Figueiredo, M.R.; Kaplan, M.M.C. J. Hight Resol. Chromatogr. 1999. 22: (9),
527-530.
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68- Weddellianona B 69- Lanceolatona’™

70- Hilarianona’® 71- Spiritona™ 72- Insignona’
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O

78-0lean-12-en-3-0x0-
28-ato de metila

82-33-epoxiperoxisoplukenetione C°%

OHO
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CAPITULO I
PARTE I -ESTUDO QUIMICO E TESTE BICAUTOGRAFICO COM LATEX DE CLUSIA

1-BIOAUTOGRAFIA COM LATEX DE CLUSIA - RESULTADOS E DISCUSSAQ

O latex enconira-se disseminado por toda a planta, € a hipStese de que ele

exerce a fungdio de protecdo, contra ataques de microorganismos e herbivoros, foi

investigado com 14 clasias. Sendo assim, as principais incognitas da pruneira parte -

deste trabalho sdo: 1) Seria o latex de Clusia responsavel pela protecdo das
espécies contra predadores? O qué tforna os hibridos mas vulneraveis aos
predadores do que as respectivas espécies parentais? 2) Quais os constituintes
quimicos do latex? Existe diferenga entre a composigdo quimica do latex dos
hibridos e dos respectivos parentais? 3) Qual 2 relagdo entre o latex, na

sobrevivéncia e evolugdo das espécies?

1.1-QUANTIDADE DE LATEX NOS RAMOS E FRUTOS

Os extratos metandlico do latex, triterpenos e polissacarideos (PS) das
clusias estudadas foram extraidos de acordo com o procedimento descrito no
esquema 7, pagina 137, parte experimental. A coloragéo do latex variou de espécie
para espécie, predominando entre o bege € 0 amarelado esverdeado. As Tabelas 4 ¢
5 (paginas 31 e 32) mostram a quantificacdo do extrato metanoélico do latex, PS ¢
triterpenos.

TABELA 4 Quantidade de extrato metanolico do latex I, polissacarideo 1I e
triterpenos 111

. DATA P | & 0= &k

ESPECIES CorETA |COLORACAO | | o I(ﬁg)

C. nemorosa Bege 0,24 0,15 26,3

C. paralicola Verde/amarelo | 0,41 0,32 34,2

C. lanceolata 09/98 Bege 031 | 024 | 4856

C. paralicola x C. nemorosa Bege 0,51 0,40 623
C. lanceolata x C.nemorosa Bege 0,10 0,10 54,1

*quantidades de extrato metandlico do latex e de polissacarideo por grama de ramo. **guantidade de triterpeno por
grama de extrato metanodlico do latex
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Apesar dos hibridos e dos respectivos parentais ndo possuirem a mesma
idade, teve-se o cuidado de escolher, principalmente relacionados aos parentais,
ramos mais jovens, por conterem mais latex. Ha relatos na literatura de que
hibridos possuem menor quantidade de latex do que os parentais e uma variedade
vegetal com um sistema produtor reduzido de latex € mais susceptivel ao ataque de
predadcresg. De acordo com os dados da Tabela 4 (pag. 31), mesmo os hibridos
tendo os ramos mais jovens do que os parentais, observou-se¢ para o hibrido de C.
lanceolata x C.nemorosa uma menor quantidade de extrato metanélico e de PS do
'que nos seus respectivos parentais. Estes resultados poderiam reforgar a hipotese de
que os hibridos que apresentam baixa sobrevivéncia sdo constituidos por uma

menor quantidade de Iatex.

TABELA 5 Peso médio dos frutos (IIl), Quantidade de extrato metandlico do latex
(IV), polissacarideo (V) ¢ mistura de triterpeno (VI).

- : DAT ] HI | Iv* | v* [ VI
SECAO ESPECIE ATA | COLORACAO @ | (mg) | (mg) | (me)
COLETA
C. nemorosa Bege 179 | 66 | 2,1 | 403
Chlamydoclusia (C.rosea 04/98 Verde/amarelo | 824 | 86 | 2,8 | 558
C.grandiflora Branca 91,9 1,0 0,2 | 333
Criuva C.parviflora Verde/amarelo | 1,9 | 297 | 10,0 | 70,2
C.criuva 09/97 Bege 22 | 21,4 | 891 | 871
Phloyanthera C.hilariana Branca 31,2 | 5,06 | 1,6 | 38,0
C.lanceolata 02/98 Bege 44 | 45 | 15 |1154
C.paralicola Verde/amarelo | 59 | 93 | 36 | 563
C.weddeliona Verde/amarelo | 85 | 3,6 | 1,0 1051
C.fluminensis 09/97 Branca 72 | 69 | 3,7 1145
Cordylandra C.panapanari Bege 1,3 5,1 1,6 | 26,9
C.spirictus-sanctensis Branca 126 { 45 | 1,5 {844

*quantidades de extrato metanolico do latex e de polissacarideo por grama de ramo.
**quantidade de triterpeno por grama de extrato metanolico do latex.
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1.2- TESTE BIOAUTOGRAFICO COM O LATEX DOS FRUTOS E RAMOS DE CLUSIA

1.2.1- RESULTADO DA BIQAUTOGRAFIA COM O LATEX DOS FRUTOS

Os resultados dos ensaios bioautograficos foram avaliados qualitativamente,
observando a existéncia ou nfo de halos de inibicdo. Na leitura dos resultados as
placas foram pulverizadas com uma solugdo de MTT (cloreto de metil-tiazoil-
tetrazolium — 1mg/mL), com a finalidade de tornar mais visivel o halo de inibicdo
formado. Este reagente em contato com células vivas do microorganismo ¢
reduzido, adquirindo uma coloracdo 1i14s®°, deixando uma cor rosa clara nos pontos
em que o crescimento do microorganismo foi inibido (Figura 6 A-C, pag. 36). Com
o intuito de se ter uma idéia da localizaciio destes halos de inibigdo, Apos eluicfo
com DCM, dos extratos brutos do latex, aplicados nas cromatoplacas, a leitura foi
realizada levando em consideracfio o “R{” em 3 faixas principais, que foram
denominadas de faixa apolar, com um intervalo de Ry entre 0,90 e 0,55; faixa
intermediaria, entre 0,50 e 0,45 e faixa polar com Ry < 0,40. Na Tabela 6, pode-se
constatar que os latex provenientes dos frutos de C. criwva ; C. spiritu-sanctensis
revelaram baixa atividade e o proveniente dos frutos de C. nemorosa, revelou-se
mais ativo perante um nimero maior de microorganismos. Observou-se ainda, que
a faixa polar foi a que mais apresentou atividade. Dos 12 latex testados, apenas 0s
provenientes de C. rosea ¢ C.nemorosa e C.panapanari mostraram-se ativos contra
Fusarium oxysporum. Ja C. weddeliana e C. nemorosa foram ativos contra o fungo
Alternaria alternata, o qual além de ser saprofita € fitopatogénico. Estes resultados
revelam o elevado potencial bactericida para o latex dos frutos de Clusia.

Comparagéo destes resultados com os obtidos, em nosso grupo’ e somados aos
de Lokvam & Bradoch24, com as resinas florais de Clusia, revela para estas duas

fontes de metabolitos (latex e resina floral) uma ac¢Zo bactericida.

€ Altman, F.P., 1976. Tetrazolium salts and formazans. Gustav Fischer Verlag, Stuttgart ~ New York.
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Figura A Teste Bioautografico
com extrato do latex dos frutos
(100 pg) contra Staphylococcus
aureus CCT 4295 (suspensdo de
células 10°).

Figura B Teste Bioautografico
com extrato do latex dos frutos
(100 pg) contra Bacillus
subtilis CCT 0089 (suspenséo
de células 10%).

Figura C Teste Bioautografico
com extrato do latex dos frutos
(100 pg) contra Micrococcus
luteus CCT 2720 (suspenséo de
células 10%)

Figura (T utfie com extratos do latex dos frutos. 1-cloranfenicol,
2- C. memorosa, 3- C. rosea, 4- C. hilariana e 5- extrato cloroférmico da cera
epicuticular de C. lanceolata.
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1.2.2- TESTE BIOAUTOGRAFICO COM O LATEX DOS RAMOS.

Observacdo de campo tem revelado que os hibridos comparados como seus
parentais, sdo mais atacados por microorganismos (Figura 6 A ¢ B) e raramente por
herbivoros (Figura 6 C) e formigas cortadoras do género Azteca®. Estes fatos, nos
motivaram a investigar o potencial bioldgico do latex de hibridos e comparar os
resultados com os dos parentais. Como os hibridos nfo possuem frutos, o latex foi
extraido dos ramos. O critério de selec@io dos hibridos para realizacfio dos testes
bioautograficos, foi baseado nos resultados da bioautografia com latex dos frutos.
A combinacgio entre a espécie que se revelou ativa contra um nimero maior de
microorganismo, ou seja, C. memorosa, com outra pertencente a uma segdo
taxondmica diferente. O teste bioautografico foi realizado criteriosamente da
mesma forma dos submetidos com os latex dos frutos, com o0s mesmos
microorganismos. Desta forma, O latex de C. paralicola x C. nemorosa ¢ C.
lanceolata x C.nemorosa ¢ dos respectivos parentais foram submetidos ao teste

bioautografico, cujos resultados encontram-se na Tabela 7 (pag. 37).

a 6 Hibridos atacados or fungos (Ae ) ¢ Herbivoros (C)

%! Onildo, J., Filho, M. 1999. Tropical Zoology, 12, 289-296.
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TABELA 7 Resultados do teste bioautografico com latex dos ramos de Clusia

ESPECIES DE CLUSIA
MICROORGANISMO 5 (0 T2 X Ne | NEMOR [PARAR| LANCER
CRAM R, R R, | R R,
E. coli - - - - - -
@ B. subtilis + - - <04 | <04 -
: ;:) R. equi + - - <04 | <04 -
g | S typhymurium |+ - - - <04 -
o M. luteus + <04 - <04 | <04 -
S. aureus + <04 - - <04 -
A niger - - - - -

A. fumigatus - - - - -

S . oxysporum - - - - -

& R. oryzae - - - . .

|

= A. alternata - - - - _
C. albicans - - - - -

C. cladosporioides - - - - -

PaxlNe = C.paralicola x Cnemorosa;, LaxNe = Clanceclata x C.nemorosa; NEMOR =
C .nemorosa, PARAR = C paralicola e LANCER = C lanceolata

Comparacfio dos resultados bioautograficos entre o latex dos hibridos e

parentais, provenientes tanto dos ramos quanto dos frutos, sugere que os latex dos
hibridos possuam baixa aclo bactericida, observado apenas para latex de C.
paralicola x C. nemorosa, que foi ativo contra S. agureus, curiosamente nio
observado para o parental C. nemorosa. Estes resultados, podem até explicar a
vulnerabilidade dos hibridos, a acfo de microorganismos, principalmente por
bactérias, mas ndo contra insetos ou herbivoros. Entretanto, apesar dos testes
bioautograficos com latex dos frutos indicam que o mesmo é pouco ativo contra
fungos, foi observado, para o latex de C. nemorosa, uma atividade contra os fungos
A. alternata e F. oxysporum, atividade esta, ndo observada para o latex dos ramos

proveniente da mesma espécie, ou de qualquer uma outra que foi testada.

1.2.3-TESTE BICAUTOGRAFICO COM SUBSTANCIAS ISOLADAS DA FRACAO
POLAR DO LATEX DE C. grandiflora.

Com a finalidade de identificar as substincias, possivelmente responsaveis

pela acdo bactericida detectadas no latex de Clusia, foram realizados com
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compostos isolados (capitulo III, pag. 87) da fracdo polar do latex, os testes
bioautograficos. Foram usados mnestes testes os compostos: acido  cis-o-
tocotrienolico (18), cis-8-tocotrienolato de metila (18A), cis-y-tocotrienolato de
metila (79) e éacido olean-12-en-3-o0xo0-28-6ico (78). Os testes foram realizados
contra os microorganismos Bacillus subtilis CCT 0089, Staphylococcus aureus
CCT 4295, Rhodococcus equi CCT 0541 ¢ Micrococcus luteus CCT 2720, cujos

resultados sdo mostrados na Tabela 8 e Figura 7 .

Tabela 8 Comparacio dos halos de inibicdo obtidos entre o bactericida padréo e os
compostos testados.

Halos de inibicdo

Microorganismo | Cloranfenicol Comp. | Comp.
40ug Composto 18 18A 79 Composto 78
6,3 ug 5 mm
12,5ug | 7mm
B. subtilis 30 mm 25 pg 9 mm - - .
37ug | 9,5mm .
S. aureus 25 mm 25ug | 3,5mm - - -
20 ug | 3,5 mm
R. equi 25 mm 37ug | 3,5mm - - 40pug | 4mm
M. Iuteus 25 mm - - - -

De acordo com os resultados descritos na Tabela 8, nenhum dos compostos
testados mostrou-se ativo contra M. [uteus. Os melhores resultados foram obtidos
com os acidos cis-8-tocotriendlico (18) e olean-12-en-3-0x0-28-6ico (78).
Entretanto, comparacdo dos resultados obtidos para os compostos isolados com
padrfio bactericida, o melhor resultado foi observado para o composto 18 (25 e 37
ug ) contra B. subtilis , apesar do padrdo ter sido trés vezes mais ativo do que o
composto (18) e cerca de sete vezes comparado com o composto 78 (20 e 40 ug).
Como também, foi usado para estes testes os compostos acidos metilados e que na
fracio metanolica eles eram Aacidos, ¢ provavel que a atividade pode ter sido

alterada.
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Figura 7 A Teste bioautografico com
diferentes quantidades de 4acido  cis-
o-tocotriendlico (18) contra Bacillus
subtilis CCT 0089.

Figura 7 B Teste bioautografico com
diferentes quantidades de acido cis-&-
tocotriendlico (18) contra
Staphylococcus aureus CCT 4295

Figura 7 C Teste bioautografico com
diferentes quantidades de 4cido olean-12-en-

3-0x0-28-6ico (78) contra Rhodococcus
equi CCT 0541.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTF
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Estes resultados sugerem que os compostos 18 e 78, no latex de C.
grandiflora, sejam os principais responsaveis pela atividade antimicrobiana no
latex de Clusia, uma vez que analise de CCD para ambos 0s compostos,
apresentaram fatores de retengSes (Rg) dentro da faixa observada para o extrato de
latex bruto, onde revelou maior atividade bactericida, Ry < 0,4. Os resultados
positivos, obtidos por Setzer e col®, contra as bactérias: Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus € Pseudomonas aeruginosa para o isdmero do composto
(18), acido trans d-tocotrienolico (19), isolado a pértir do fruto de C. grandifiora e
do extrato bruto etandlico das folhas de Tovomitopsis psychotriifolia (Guttiferae),
corrobora os resultados obtidos para os derivados acidos do tocoferol encontrados

nos latex de Clusia.

1.3-ISOLAMENTO DE MICROORGANISMOS A PARTIR DO CAULE E FOLHAS
LESIONADAS DE HIBRIDOS DE CLUSIA.

O ataque de herbivoros em Clusia, fato-raro (Figura 6C), nunca foi registrado
em espécies hibridas ou ndo de Clusia cultivadas na fazenda de Santa Elisa (IAC).
O mesmo ndo pode ser dito quanto ao ataque de microorganismos. Na fazenda
Santa Elisa, sfo encontradas pouquissimas clisias nativas, apresentando lesbes
foliares e/ou no caule. Entretanto, a grande maioria de hibridos, cultivados in
natura ou em casa de vegetacio (Figuras 6A e B, pag. 36), possuem estes tipos de
lesdes. Os sintomas apresentados pelos hibridos como manchas foliares, em forma
de circulo, com coloragdo marron, preta e/ou lesdes no caule, aparentando necrose,
sugerem uma infec¢do causada por microorganismos, especificamente por fungos.

Estigmatomicose” é uma doenca encontrada nos trépicos, comum em cultura

de importincia econémica como café, algoddo, tomate e frutas citricas®® que sdo

62 Setzer, W.N., Green, T.J,, Lawton, R°, Bates, RR., Caldera, S., Moriarity, D.M., Haber, W.A. 1995. Planta
Medica, 61: (3), 275-276.
* Dermatose, facilmente encontrada nos trépicos, que se caracteriza por partes ulceradas, principalmente nas folhas.
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causadas pelos fungos leveduriforme Nematospora coryli e Ashbya gossypii. As

manchas de alternaria, “chocolate spot” e “leaf spot” so doengas causadas pelos

164, 65 6

fungos Alternaria solan

, Botrytis fabae® o7

e Cladosporium oxysporum
encontradas nas regides onde sfo cultivados o tomateiro a batata e leguminosas
como o feyjdo.

Na luta pela sobrevivéneia, tanto o microorganismo quanto a planta atacada
utilizam substdncias quimicas e sdo varias as estratégias de defesa e de ataque
empregadas pela planta e pelo patdgeno, cujo sucesso ou fracasso das espécies
envolvidas dependem destas duas estratégias. A alelopatia ¢ a parte da quimica que
estuda esta relagdo e demonstra que patdgenos vegetais sdo capazes de produzir
substincias, in Situ € in vivo, que causam sintomas semelhantes aqueles
encontrados em diversas culturas. No entanto, ndo se pode concluir, que todo
fitopatogeno, cause doengas através da liberagdo de toxinas e nem sempre estas
substincias estio limitadas a agirem como tal, é o caso de derivados
pentanorlanostano ¢ bicicloalternarenos isolados de Cladosporium sp. ¢ Alternaria
alternata, os quais apresentaram propriedades antifingica contra Aspergillus
fumigatus™ e de inibir o crescimento de folhas de uma planta aquatica (Spirodela
polyrhz’za)69, respectivamente. Em outras palavras, a alelopatia abrange todos os
tipos de interagbes quimicas entre plantas e microorganismo, podendo afetar o
crescimento, € varios aspectos funcionais da espécie receptora.

Com a finalidade de investigar a maior suscetibilidade dos hibridos as lesdes

foliares e no caule do que os respectivos parentais e se estas lesdes sdo realmente

&3 phaff, H.J. Stariner, W. T. 1987. “Yeasts Associated With Plants, insects and Soil” Vol. 1. Ed. London, Academic
gress. Pag. 123-180.
Nishimura, S. & Kohmoto, K. 1983. Ann. Rev. Phytopathol. 21:, 87-116.

6 1 awrence, C.B.; Singh, N.P.; Qiu, J.S.; Gardener, R.G.; Tuzun, S. 2000. Physiological and Molecular plant
Pathology, 57: (5), 211-220.

5 Jackson, A.J.; Walters, D.R; Marshalil, G. 1997. Biological Control, 8: (2), 97-106.

§7 Lamboy, J.S.; Dillard, HR. 1997. Plant Disease, 81: (2), 228-228.

68 osoe. T.; Okada, H.; Itabashi, T.; Nozawa. K.; Okada, K. Takaki, G.M.D.; Fukushima, K ; Miyaji, M.; Kawai, K.
2000. Chemical & Pharmaceutical Bulletin, 48 (10), 1422-1426.

9] jebermann, B.; Nussbaum, R P.; Gunther, W. 2000. Phytochemistry, 55: (8), 987-992.
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Testes bioautograficos com o latex dos frutos e dos ramos contras os fungos
isolados foram negativos. O fato de serem saprofitos e o teste de patogénicidade ter
sido negativo, € provavel que as lesdes no caule e folhas nas clisias tenham sido
promovidas por bactérias e que apds necrose do tecido vegetal, houve a
proliferagdo dos fungos. Desta forma, a realizaco da técnica modificada de disco
de difusdo em 4gar torna-se pertinente para avaliar o potencial antibiotico dos
fungos isolados. Este método € bastante empregado para medir a sensibilidade das
bactérias diante dos antibiéticos’’. A atividade antibiética dos fungos foi avaliada
contra os mesmos microorganismos de referéncia utilizados nos testes
bioautograficos para o latex.

Bons e surpreendentes resultados foram obtidos, principalmente ao se ler as
placas semeadas por fungos. Ao invés de se ter uma inibicdo dos fungos de
referéncia (halo de inibigdo, Figura 8A, pag. 44), observou-se que os fungos
isolados tiveram seu crescimento favorecido, resultando em halos de crescimento

(Figura 8 B, pag 44 e Tabela 9, pag. 45).

70 Allen, K.; Sammers, D. J. Diagnéstico microbiolégico, Texto e Atlas Colorido, 2° ed., Editora Médica Panamericana,
S#o Paulo.1993.
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Figura 8 A) Halo de inibi¢8io dos fungos isolados (1-Cladosporium-
like, CCT6420, 2-Alternaria-like - CCT6419, 3- Alternaria-like -
CCT6419, 4- Micélio preto - CCT 6418.

Figura 8 B) Halo de crescimento dos fungos isolados.(1-
Cladosporium-like, CCT6420, 2-Alternaria-like - CCT6419, 3-
Alternaria-like - CCT6419, 4- Micélio preto - CCT 6418,
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TABELA 9 Resultados do ensaio biologico dos fungos isolados contra
microorganismos padrdes. Detecgfio de halo de crescimento dos fungos isolados.
MICROORGANISMO FUNGOS ISOLADOS
Cladosporium —like| Alternaria Hke | Micélio branco | Micélio preto
GRAM CCT 6420 CCT 6419 CCT 6404 CCT 6418

E. coli — - - - -
% B. subtilis + - - - -
= R. equi + - - - -
2 S. aureus + - - - -
- M. luteus + - - - -
S. typhymurium |+ - - - -
C. albicans - - - -
P. funiculosum 1,0cm 2.0cm 1,5cm -
- F. oxysporum - - - -
S A, fumigatus - - - -

Eg R oryzae 1,0cm 3,5¢m 4 0om 2.0cm
' A. alternata - - - _
A.. fumigattus 0,5cm - 1,5cm -

C. cladosporioides 0,9cm 2. 7cm 2,0cm 1,7cm

Estes resultados sugerem que o cultivo em conjunto com outros fungos,

promova o crescimento de micélio. O melhor resultado foi observado com o cultivo

de Micélio branco - CCT 6404 conira R. oryzae, com um halo de crescimento de

4,0cm de didmetro.

Quanto aos resultados esperados, ou seja, se algum fungo isolado inibiria o

crescimento dos microorganismos testados. O fungo Alternaria-iike - CCT6419

revelou sua atividade para os wmicroorganismos Salmonelle typhymurium -

CCTO0528, Gram (+) e dspergillus fumigattus, enquanto que o Cladosporium-like —

CCT6420 intbiu o crescimento do fungo de referéncia Aternaria alternata. Micélio

preto - CCT 6418 néo apresentou nenhuma atividade. Ja o fungo Micélio branco -

CCT 6404 foir o que apresentou o maior halo de inibigfo, cerca de 1,3 cm contra

Salmonella typhymurium - CCT0528 (Tabela 10, pag. 46).
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TABELA 10 Resultados do ensaio biolégico dos fungos isolados contra
microorganismos padrdes. Detecedo de halos de inibicdo dos fungos isolados

MICROORGANISMO FUNGOS ISOLADOS
Cladosporiu —like| Alternaria- like | Micélio branco | Micélio preto
GRAM CCT 6420 Cet 6419 CCT 6404 CCT 6418

E. coli - - - - -

B. subtilis

R. equi

5. aureus

Bactérias

M. luteus

+ b | |+
B
E
13
]

S. typhymurium

C. albicans - - - -

P. funiculosum - - - -

F. oxysporum - - - -

A fumigatus - - - -

R. oryzae

Fungos

A. alternata 0,5cm - - -

A.. fumigattus - 0.7cm - -

C. cladosporioides - - - -

1.4-CONCLUSAQ PARCIAL

As evidéncias obtidas através dos testes bioautograficos revelam, para os
latex de Clusia, uma fun¢do de protecfio contra microorganismos, principalmente
bactérias. De acordo com as cromatoplacas analiticas, observou-se atividade para
os constituintes que eluiram nas trés faixas principais, sendo que aqueles que
apresentaram Ry < 0,4 foram os mais ativos. Repeticdo destes testes para produtos
naturais isolados a partir da faixa que apresentou maior atividade Ry < 0,4)
mostrou que os acidos olean-12-en-3-0x0-28-6ico e cis-S-tocotriendlico sdo
agentes biologicamente ativos.

Comparag8o dos testes bioautograficos realizados com os latex de hibridos e
08 seus respectivos parentais corrobora a hipétese de que os hibridos sdo realmente
mais vulneraveis, por expressar sua atividade contra um menor nimero de
microorganismos. Por outro lado, o hibrido C. paralicola x C. nemorosa ganhou

uma atividade bactericida contra S. aureus ndo presente nos parentais.
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microorganismos. Por outro lado, o hibrido C. paralicola x C. nemorosa ganhou
uma atividade bactericida contra S. gureus nio presente nos parentais.

Apesar do género Aliernaria ser conhecido como o que mais possui espécies
patogénicas e que atuam por meio da liberagéic de toxinas ¢ provavel que os fungos
isolados tenham perdido suas patogénicidades, ja que os testes de campo foram
negativos. Isto normalmente ocorre quando o fungo perde a habilidade de produzir
toxinas. Entretanto, o fungo pode reter sua agressividade e penetrar o tecido vegetal
sem causar doengas, existindo como sapréfitas ndo patogenos. Por outro lado,
como os sintomas observados nas plantas foram semelhantes aos promovidos pelas
espécies de fungos deste género e o resultado obtido através da técnica modificada
de disco de difusdo em agar para o fungo do género Alfernaria, que promoveu
inibicdo no crescimento nos microorganismos A. fumigattus (0,7 c¢cm) e S
typhymurium (0,7 cm), € provavel que o mesmo possa Se€r o responsavel pelas
lesBes na planta.

Apesar destas evidéncias os testes de patogénicidade dos fungos isolados,
principalmente os caracterizados como Alternaria e Cladosporium-like, devem ser
repetidos, se possivel modificando o método anteriormente utilizado ¢ realizando
testes tanto in loco quanto in vitro, nfio deixando davidas quanto a patogénicidade

dos microorganismos mencionados.
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CAPITULO 11X

ANALISE QUIMICA DO LATEX DOS FRUTOS E RAMOS DE CLUSI4

A atividade bactericida observada para o latex de Clusia foi também vista
para as rtesinas florais, que s#io constituidas basicamente por benzofenonas
poliisopreniladas’>®. Dados preliminares sobre a composicdo quimica do latex
provemiente do tronco de C. grandiflord®, uma espécie nativa da Venezuela,
indicou como agente bactericida contra dois patdgenos de abelhas, as
benzofenonas, clusianona (10) e chamona I (65). A presenca dos compostos,
derivados bioativos, na faixa polar Ry < 0,4, do latex do fruto de C. grandifiora,
motivou um estudo mais detalhado da composicdo quimica do latex, cuja
investigacdo quimica servira de suporte para o entendimento de possiveis
interagbes mutualisticas entre microorganismos-planta-herbivoro e se possivel, na
descoberta de novos produtos naturais de interesse biologico.

Desta forma, foram investigados os latex de 14 espécies de Clusia, sendo
12 provemientes dos frutos ¢ 2 dos ramos. A analise preliminar dos latex por
cromatografia em camada delgada foi realizada utilizando como eluente
hexano/acetato de etila (9:1). Todos os latex apresentaram comportamentos
semelhantes, revelando 3 faixas distintas: polar (Rr < 0,4), intermediaria (Ry = 0.5)
e apolar (Rr > 0,5). As faixas apolar e intermediaria foram reunidas, passando-se a
se chamar apenas de faixa apolar. O estudo quimico do latex dos frutos e ramos
seguiu 0 seguinte roteiro: 1- Analise direta por CG/EM da faixa apolar; 2- Analise
da fragéo polar apos metilacdo com diazometano; 3- Analise do polissacarideo.

Para os compostos caracterizados no latex de Clusia, foi adotada a
numeragdo que se encontra nos cromatogramas da Figura 9, pag. 50, precedida pela

letra “L”.
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1-RESULTADOS E DISCUSSAO

1.1-ANALISES DO LATEX DOS FRUTOS

As faixas apolares, foram analisadas por CG/EM. Os cromatogramas
obtidos encontram-se descritos na Figura 9. Os resultados das analises sdo
mostrados nas Tabelas 11, 12, 13 e 14, organizados por espécies nas 4 segles
taxondmicas do género: (Phloyanthera, Criuva, Chlamydoclusia, ¢ Cordylandra).
A identificagdo dos compostos, Quadro 2, foi feita com base nos indices de
fetenc;ﬁoﬂ, por comparagio dos espectros de massas obtidos com o banco de dados
Wiley/NBS, composto por 270.000 espectros e com dados da literatura’.

Os cromatogramas obtidos pela andlise de CG/EM dos latex dos frutos,
podem ser divididos em duas regides principais. Uma com tempo de retengdo entre
500 - 40.00min. € a outra entre 42.00 ¢ 65.00min, relacionadas aos sesquiterpenos
e ftriterpenos, tespectivamente. Discutiremos primeiro a  composigdo
sesquiterpénica, passando em seguida para analise da constitui¢fio das misturas de

triterpenos.

7! %7an den Dool, H., Kratz, P.D.J. 1963 Journal of Chromatography, 11, 463.

2 Adams, R.P, 1995. Identification of Essential Oil by Gas Chromatography/Mass Spectroscopy. Allured Publishing
Co., Hlinois.
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CAPITULO 111 - Resultados e discussdo — Parte 1 — Estudo quimico do litex

TABELA 11 Composigdo percentual dos latex* dos frutos de Clusia,
Secdo,Criuva

m Xp. Indice de Retenc;ao Experimental, calculado aplicando a equag:ao de
van den Dool e Kratz''. ®IR, Lit. = indice de retencio da literatura’~ * fracdo
apolar: Ry 0,9-0,6, silica gel e hexano/acetato de etila como eluente (9:1).
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TABELA 12 Composigdo percentual do latex* dos frutos de
Clusia, Phloianthera

°IR: Exp. = Indice de Reten¢io Experimental, calculado aplicando ‘émé'éii_é{ééaw
de van den Dool e Kratz'". "IR, Lit. = indice de retencio da literatura’™” *
fraclo apolar: Ry 0,9-0,6, silica gel e hexano/acetato de etila como eluente

(9:1).
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TABELA 13 Composigdo percentual dos latex* dos frutos de Clusia, Segao
Chiamydeclusia

"*IRtExp indice de Retengdo Experimental, calculado aplicando a equagio de van den Dool ¢
Kratz'*, PIR, Lit. = indice de retengdo da literatura’> * fragio apolar: Ry 0,9-0,6, silica gel e
hexano/acetato de etila como eluente (9:1).




CAPITULD 1l — Resultados ¢ Discussiio — Parte |, Estudoe Quimico do Latex

TABELA 14 Composigdo percentual dos latex* dos frutos de Clusia, Secio, Cordylandra

IR, Exp. = [ndice de Retenco Experimental, calculado aplicando a equacio de Van den Dool e Kratz"!. IR, Lit. =
Indice de retencio da literatura’. PARA= (7, paralicela, WEDD= C. weddelliana, FLUM= (. fluminensis, SPIRI=
C. spiritu-sanctensis, PANA= (. panapanari. * fragio apolar: Ry 0,9-0,6. silica gel ¢ hexano/acetato de etila como
ehuents (91}
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CAPITULO 11 — Resultados ¢ Discusséo

Quadre 2 Compostos identificados nas fragGes apolares ( Ry > 0,9-0,6 silica gel e
hexano/acetato de etila como eluente) nos latex dos frutos de Clusia

O-AC

Metil-butil-acetato
L1

B-Elemenc
L7

H
a-frans-Bergamoteno

L-8-Tetradecano 12

_z
N
a-Hurmuleno <Allo>Aromadendreno - eP+-rans-Cariofileno
1-14 L-15 1-186

B-Selineno Bxcwlogc{i:;ncrcno oc»sehneno
120

H
s o-Muuroleno zH H
L-23 o-Bulneseno /\ y~Cadineno &Cadineno
L-26 1-27 1-28
L-24-Pentadecano
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v-trans-Bisaboleno

trans-Nerolidol

g 131

Cadina-] 4-dieno 1-30 ) 1,33
129 a~Cadineno

, . . OH = o
Dxido de Cariofileno . ¥ = H cpig-Cadind
L-34 mepl_y;f;? el A~ Ty
146, 47 e 48 denivados
Hc},

do Eufano e Lanostano

g-Murolol
1-38

L-40-Heptadecano L-43-Hexadecanol
1-41-Octadeceno <1> L-44-Octadecatrienc &

Olean-12-en-3p-ol
L-42-Octadecano  1-45-Octadecanol (1)

L-51 denivado do lupano

O pico 49, nos cromatogramas da Figura 9, pag. 50-52, refere-se ao composto (1),
mencionado anteriormente na Tabela 3, pag. 18 e quadro 1, pag. 22.
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1.1.1-ANALISE SESQUITERPENOS

A analise guimica por CG/EM da faixa apolar (R entre 0.9-0,6) do extrato
metandlico do latex de 12 clisias, possibilitou a caracterizacio de mais de 30
compostos, entre sesquiferpenos e ftriterpenos. Analisando os constituintes com
tempo de retengéo entre 5,00 e 35,00 min. nos cromatogramas da Figura 9 (pag. 50-
52) e comparando os resultados contidos nas Tabelas 11-14 (pag. 53-56),
constatou-se, que exceto para espécies da segdo Chlamydoclusia e para espécie, C
parviflora da sec¢do Criuva, as quais apresentaram constituintes oxidados como
majontdrios. Todas as outras espécies, mnchiindo a C. criuvae, apresentaram
compostos ndo oxigenados, mals precisamente sesquiterpenos como majoritarios
(Tabela 15, pag. 57). Observou-se ainda, que espécies com baixos teores de
sesquiterpenos foram compensadas pelo percentual, em alguns casos, expressivo de
alcoois de cadeia longa, € o caso da C. gramdiflora e C. criuva que apresentaram
como majoritarios os alcoois octadecanol (14,75%) e hexadecanol (9,58%),

respectivamente (Tabela 15, pag. 57).

1.1.2 CARACTERIZACAQG DOS TRITERPENOS

Os triterpenos fazem parte de uma importante classe de metabdlitos naturais,
que se apresentam em geral, como misturas de dificil separagéio, cuja identificagéio
através da técnica CG/EM ¢ prejudicada pela presenga de fragmentos idnicos
comuns aos trterpenos e.stmturahnente semelhantes”. Em geral, os componentes
destas misturas s3o triterpenos simples com fungdes quimicas idénticas, podendo
ser alcool, cetona, acido carboxilico, olefina, etc., os quais se encontram
localizados em pontos deferentes do esqueleto triterpénico. Com relagiio a regifio

triterpénica, com tempo de retengdo entre 55,00 e 65,00 min., cromatogramas da

PAgeta, H.: Kenji, S.: Arai, Y.; Masuda, K ; Takase, V.; & Ageta, T. 1992. Chem. Pharm. Bull.. 40; (7), 1683-1690.
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Figura 9, os espectros de massas dos picos compreendidos nesta regido revelaram
ions moleculares de m/z 426 e 428 (Figura 10, pag. 62), sugerindo a presenca de
triterpenos  hidroxilados com formula  molecular CaoHsoO & CyoHsO,
respectivamente. Basicamente, o0s espectros de massas desses compostos
apresentaram, principalmente dois tipos distintos de fragmentagio um deles com
fragmentos de triterpenos tetraciclicos insaturados do tipo lanostano de mz 411 ¢
m/z 393, provenientes da perda do radical metil e subseqiiente desidratagdo
(Esquema 1, pag. 63). Os outros fragmentos originaram-se da ruptura da cadeia
lateral entre os carbonos C-17 e C-20. O segundo tipo de fragmentacdo apresenta
pico base de m/z 218 originados da fragmentag@o do tipo retro-Diels-Alder, quando
os anéis “C”, “D”, e “E” nfio sdo funcionalizados e caracterizam oS triterpenos
pentaciclicos insaturados, do tipo oleano e ursano. Dois ouiros fragmentos,
igualmente importantes, para estas classes de triterpenos s3o 0s de m/z 203 ¢ 189,
obtidos a partir do ion de m/z 218. (Esquema 2, pag. 63).
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CAPITULC i1 ~ Resultados e Discussdo

Esquema 1 Principais fragmentages de triterpenos do tipo lanostancs e eufanos’”

'CH:),
bW ’ A miz 426 - Q()SOHSGO
| (27%)

(5%)

K (100%) \*
H0
\, 1,0 l ?

@
\ -
® 7
*  Fmz255

Bmiz 411

C miz393
2 12%
& (38%) ( (12%)

l\,i

) 8

Yenor
e

G miz 173

Dmz3ll
(18%)

(6%)

M
*Para o diidrolanosterol CsoHs>O os fragmentos A (23%), B (30%), C (1 8%) e D (12%) possuem
2 unidades a mais.

74 Audier, H. E.; Beugelmans & Das, B. C. 1966. Tetrahedron Letters 36, 4341-4347.
7S Aplin, RT. & Hornby, G.M. 1966. J. Chem. Soc. (B), 1678-1079.
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Esquema 2 Principais fragmentagdes de triterpenos do tipo oleano e ursano’

#
¥,
Gl

- A miz 426
> ayy (2%

miz 203
(48%)

miz 218
(100%)

Entretanto, a simples analise dos espectros de massas obtidos de cada mistura
de triterpenos, sem possuir dados de indice de retencdio da literatura, nio é
suficiente ou mesmo eficaz para caracterizar cada um dos triterpenos, ja que os
espectros de massas de substancias semelhantes sfo parecidos, divergindo as vezes,
apenas pela mtensidade relativa de alguns fragmentos, causando dividas na sua
identificagio. Mesmo assim as composigdes das misturas de triterpenos nas
diversas espécies foram inicialmente estudadas por CG/EM ¢ apresentaram
similares, exceto para a mistura obtida a partir da espécie C. weddelliana, que
apresentou 0 pico de mumero 51, cujo espectro de massas sugere a presenca de
triterpeno da classe do lupano. Desta forma, as principais classes de triterpenos que

constituem os latex de Clusia, que foram deduzidas a partir dos massas obtidos por

CG/EM s3o mostrados na Tabela 16.

64

m/z 189
{18%;)




CAPITULC 11 — Resultados e Discussdo

Tabela 16 Esqueletos basicos para triterpenos detectados no latex de Clusia

Em virtude da ambigiidade dos espectros de massas para os triterpenos da
mesma classe, as indicacfes estruturais foram confirmadas através da analise das
misturas por RIMN de 3¢, desacoplados e DEPT 135° ¢ 90°. Entretanto, a0 nvés de
analisar por RMN de BC todas as misturas obtidas do latex de Clusiag foram
escolhidas aquelas, adquiridas em maior quantidades (veja Tabela 5). Portanto, as
fragbes selecionadas foram obtidas a partir dos latex dos frutos das espécies C.
paralicola, C. weddelliana, C. fluminensis, C. spirictu-sanctensis, C. rosea e C.
lanceolata. Os dados foram interpretados utilizando a literatura, que ¢ bastante
completa para as principais classes de triterpenos. A comparacdo dos valores de
deslocamentos quimicos obtidos com os descritos na literatura permite identificar
componentes de uma dada mistura de triterpenos. Esta informacdo associada aos
espectros de massas torna possivel a analise de uma mistura sem uma prévia €
tediosa separagdo dos triterpenos.

A mistura de triterpenos isenta de outras contaminagdes, foi obtida através da
cromatografia em camada espessa preparativa (CCDP). Em seguida, foram
registrados seus espectros de RMN de 'H e °C desaclopado e DEPT 135° e 90°.

Com o espectro de carbono-13 se tem a informagéo das possiveis fungdes
orgAnicas que POSSAm Vir a existir nos triterpenos que compdem cada mistura, uma

vez que o carbono funcionalizado apresentara deslocamento quimico caracteristico,

7 Olea, R. S. G. ¢ Roque, NF. 1990, Quimica Nova 13(4), 278-281.
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CAPITULG 111 — Resultados e Discusséio

distinguindo-se dos demais. Os principais grupos funcionais oxigenados que
costumam aparecer nos triterpenos sio: alcoois, acetatos, éteres metilicos, cetonas ¢
icidos carboxilicos, proveniente, principalmente, da oxidac8c gquase sempre
presente no Carbono-3, sendo em muitos casos, o Gnico grupo funcional oxigenado
do composto. QOuira informagfio importante € o niimero aproximado, de triterpenos
existentes, em cada mistura, que podem se vistos no cromatograma CG/EM apesar
de alguns terem co-eluido, e confirmados por meio da andlise dos carbonos
insaturados e do nimero de duplas ligagdes, j4 que na maioria dos casos, 0S
triterpenos  tetraciclicos apresentam duas duplas ligagbes, enquanto que os
pentaciclicos possuem apenas uma. Através das intensidades relativas de smais
analogos em moléculas distintas em espectros desacoplados de RMN de BCeda
integragio das areas dos picos nos cromatogramas de CG/EM € possivel infenr
uma abundincia relativa dos triterpenos que fazem parte da mistura. Com estas
informagdes, o proximo passo € a atribuigdo dos sinais detectados.

Pela comparacdo dos espectros de RMN de °C, observou-se que todas as
misturas de triterpenos apresentaram praticamente o mesmo perfil. Desta forma,
serdo discutidos os resultados obtidos apenas para as misturas de triterpenos
provenientes do latex de C. spiritu-sanctensis, C. weddeliana, e C. paralicola.

Os espectros de RMN de 'H das misturas de triterpencs proveniente do latex
das espécies supracitadas confirmaram o cardter triterpénico insaturado destas
misturas por meio de sinais relacionados aos hidrogénios olefinicos o qual foi
sugerido imicialmente pela analise de CG/EM.

O proximo passo, fol caracterizar os sinais correspondentes aos atomos de
carbono que fazem parte de algum grupo oxigenado ou que a ele estdo hgados.
Foram observados apenas deslocamentos quimicos para carbonos carbimnodlicos. Na

Tabela 17 encontram-se descritos os deslocamentos quimicos de RMN de °C, das
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misturas analisadas, referentes aos dtomos de carbono que fazem parte dos grupos

oxigenados.

Tabela 17 Deslocamento quimico dos 4tomos de carbono na fungfo oxigenada

Misturas de Triterpenos (ppm) Tipo de Carbono
Espécies Observados | Literatura’’

C. spiritu-sanciensis 79,0
C. weddeliona 78,9
C. paralicola. 78,8

+ -

C.fluminensis 79,1 78,6£0.5 C-3 (OH). B
C. rosea 79,3 ¢ 78,7
C. lanceoiata 79,5¢ 793

Estes dados, que sugerem a presenga de uma fungdio alcool para mistura de
triterpenos, estio de acordo com os espectros de massas observados para o0s
triterpenos pertencentes, principalmente a classe dos lanostano, que produzem um
fragmento de m/z 393 (M* - CH; — H,O) provenientes da perda seqiiencial de metil
e de égua-’%"75 X

A confrontagio de valores caracteristicos para os deslocamentos quimicos de
RMN de “C, por exemplo, carbonos olefinicos ¢ metinicos, podem levar a um
répido diagnostico da presenga ou auséncia do triterpeno proposto. Foi o que
aconteceu com a sugestdo do espectro de massas obtido a partir do cromatograma,
pico 51 em C. weddelliana, cuja presenga de triterpenos da classe dos lupanos

insaturados e saturados, nas misturas analisadas, foi descartada apés comparagdo

dos deslocamentos quimicos de RMN de BC para o lupano e lupeol™ devido, 3

77 Breitmaier, E. & Wolfgang, V. 199¢. = Carbon 13 NMR epectroscopy: High resolution methods and applications
in organic and biochemistry”. Weinheim, New York - VCH.
S Mahato, S.B. & Kundu, A. P. 1994, Phytochemistry, 37: (6}, 1517-1575.
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auséncia principalmente dos sinais, das amostras analisadas, para o carbono

guaternario em o 150,9 ¢ o metilénicos em & 109,3 Figura 11.

Tupeol.
Deslocamentos quimicos de carbono 13 (§)
para os carbonos insaturados.

Ehminando a possibilidade, das amostras serem constituidas por triterpenos
completamente saturados, que for sugerida pelo espectro de massa obtido a partir
do cromatograma de C. weddelliana (pico 51, Figura 10, pag. 62), o passo seguinte
foi investigar os ftriterpenos insaturados que constituem o latex através da
correlagdo do par de dtomos de carbono que fazem parte de uma ligagdo dupla. No
caso dos triterpenos pentaciclicos a correlagdo dos smmais correspondentes aos
carbonos olefinicos foi feita levando em consideragio as intensidades relativas dos
sinais.

De acordo com a literatura, os valores dos deslocamentos quimicos de RMIN
de *C dos atomos de carbono olefinicos, sofrem pouca vanacio para as classes de
triterpenos que foram sugeridas inicialmente por CG/EM para as misturas
analisadas (Tabela 18, pag. 69). Comparacio dos deslocamentos quimicos entre os
carbonos olefinicos, obtidos nas misturas, com os descritos para triterpenos na

literatura ¢ somando com as informagdes mostradas na Tabela 17 (pag.67), que
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sugere o tipo de fungdo oxigenadas presente nos {riterpenos nos levou a propor

inicialmente os triterpenos pertencentes a mistura, descritos na Tabela 18.

Tabela 18 Deslocamento quimico de RMN de BC para os carbonos sp” das misturas
triterpénicas.

Sistema olefinico Triterpeno correspondente

Mistura de Triterpeno
Especie observado (ppm)
125,2 - 1309
C. spiritu-sanctensis 1340 -134,0 Lanosta-8,24-dien-3 B-ol 0%
134,13 — 133,35 Eufa-8,24-dien-3p-ol 80.81,82
130,9 -125,2
134,1-133,5 Eufa-8-en-3B-0l =~
C. weddeliana 134,0 - 133,5 Fufa-8 24-dien-3p- [B0BLS
130,9 - 1252
145,2 -121,7 Olean-12-en-3B-0l° >
1340 -1335 Eufa-8-en-3p-ol 08!
134,0 - 1335 Eufa-8,24-dien-3B-ol "%
130,9 ~125,2
C. para[ico[g‘ 145,9 - 117,38 Lanost-7-en-3 E)-Ol84
145,9-117.8 Lanosta-7,24-dien-3p-ol""
130,9 - 125,1
145,2 - 121,7 Olean-12-en-3p-0*"

-

De fato, a correlagfio dos sinais nos espectros de RMN de °C e DEPT 135° ¢
90° dos carbonos carbindlico, olefinicos e alguns metinicos além de serem
facilmente correlacionados, servem como diagndstico na presenga ou auséncia de
uma dada classe de triterpeno, ou mesmo para diferenciar um do outro. Analise
minuciosa dos espectros de RMN de B¢ e DEPT 135° ¢ 90° das amostras de C.

fluminesis e C. spiritu-sanctensis mostrou que 30 constituidas apenas por

791 yikacs, G.. Khuong-Huu, F.; Bennett, C.R.; Buckwater. B.L. and Wenkert, E. 1972. Tetrahedron Leters, 33,3515~
3518.

8 Knight, S. A. 1974, Organic Magnetic Resonance, 6. (11), 603.

® Harref, A. B. 1985. Bulletin de la Société Chimique de France, 5, 965-972.

5 Knight, 8. A. 1973 Tetrahedron Leters, 1, 83-86.

8 Sep, S.; tomita, Y. and Tori, K. 1975, Tefrahedron Leters, 1, 7-10.

% pojonsky, .. Varon, Z. And Rabanal, R M. 1977. Israel Journal of Chemistry, 16, 16-19.
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triterpenos do tipo lanostano, por ndo apresentar no especiro de RMN de °C os
smats em & 121,7 (CH) e 8 145,06 (C) relacionados ao sistema olefinico presente no
olean-12-eno (Figura 12). Esta constatagio foi confirmada pela analise dos
espectros de massas obtidos a partir dos respectivos cromatogramas (regifio
triterpénicas) dos latex de C. fluminensis e C. spiritu-sanctensis (Figura 10, pag.
62), cuja fragmentacdo apresentada s3o tipicas apenas para triterpenos do tipo

lanostano (Esquema 1, pag.63).

e e
Figura 12 Estrutura parcial do olean-12-en-
3B-ol. Deslocamentos quimicos de carbono
13 () para os carbonos insaturados.

Por outro lado, também foi possivel diferenciar os isbmeros de ligacdo A® e
A¥** das séries do eufano e lanostano. Estes triterpenos se diferenciam através da
configuragdo na jungdo da cadeia lateral entre o C-17 e C-20, e que esta inversdio
modifica os deslocamentos quimicos dos carbonos do sistema tetraciclico exceto
para os carbonos C-13 ¢ C-14 da jungfo dos anéis C e D. A variagiio dos
deslocamentos quimicos entre eufano e lanostano obtidos experimentalmente para
as misturas de triterpenos isoladas de Clusia esta de acordo com aqueles publicados

para os triterpenos destas séries® Figura 13, pag. 71.
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499

{500

T 1333
(133.8)
Eufa-8-en-3$-o0l Lanosta-8-en-3f-o0l
Eufa-8 24~d1en—3i3 ol Lanosta-8, 24 dien-3 {3-01

Figura 13 Prmc;.pazs modlﬁcagoes nos deslocamentos quimicos obonos na
passagem de um triterpeno da série eufano para lanostano ¢ comparagdo com 08
deslocamentos obtidos experimentalmente da mistura de triterpenos
proveniente do latex de C. fluminensis (Entre parénteses).

Este estudo permitiu identificar a presenga de lanost-8-en-33-ol, lanost-8,24-dien-
3B-ol, eufa-8-en-3B-ol ¢ eufa-8,24-dien-3p-ol em C. fluminensis ¢ apenas lanost-
8,24-dien-3B-0l, e eufa-8,24-dien-3B-ol em C. spiritu-sanctensis. Estes resultados
corroboram a sugestio apresentada na Tabela 18 para composigdo das misturas de
triterpenos isoladas do latex das cliisias mencionadas. Analise de RMN de PC de
uma amostra de lanosterol, de nosso laboratério, revelou a presenca de lanosteno ¢
lanostadieno. Co-injecdo, desta amostra, com a mistura de triterpeno proveniente de
C. weddelliana, superpds ao pico 46, nfic ocorrendo 0 mesmo com as misturas
provenientes de C. paralicola, C. rosea ¢ C. lanceolata, que ao invés dos sinais

caracteristicos para lanostenos A® e A%

, revelaram sinais para carbonos olefinicos
referente ao 1s6mero {A7)84, ressonando em 145,9 -117,8.
Os sinais para os carbonos sp2 em 8 121,7 ¢ § 145,0, obtidos nas misturas

triterpénicas provenientes do latex de C paralicola, C. weddeliana, C. rosea ¢ C.
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lanceolata permitem sugerir a presencga de triterpencs do tipo oleano, confirmado
através do espectro de massa (pico 49 da Figura 10, pag. 62) pela fragmentacgio do
tipo RDA, que € peculiar a esta classe de triterpeno (Esquema 2, pag. 64).

Sendo assim, pode-se afirmar que o pico de nimero 49 nos cromatogramas
da Figura 10 (pag. 62) est4 relacionado, com certeza, ao triterpeno B-amirina (1) e o
46 referem-se a mistura de lanost-8-eno e lanosta-8,24-dieno. Os outros picos, com
excegdo do 31 (nfo identificado), estdo relacionados aos triterpenos tetraciclicos
derivados do lanosta-7-eno, lanosta-7,24-dieno e eufano.

A ivestiga¢io da composigHo triterpénica do latex de Clusia revelou que ¢
constituida basicamente pela mistura de derivados do lanostano e eufano, e -
amirina (1). A Tabela 19 mostra os triterpenos identificados nas diferentes
misturas. As andlises comparativas com dados da literatura dos deslocamentos
quimicos obtidos a partir das misturas de triterpenos e suas respectivas correlagdes
s&o mostradas nas Tabelas 20 a 25, pag. 195-200.

TABELA 19 Constituintes das misturas de triterpenos nos latex dos frutos de
Clusia

Componentes Msturas anahsadas
Para | Wedd | Flum | Spiri Rosea | Lance
Lanost-7,en-3p-ol>* X X X
Lanosta-7 24-dien-3pB-ol** X X X
Lanost-8,en-3R-01*082 X X
Lanosta-8,24-dien-3B-o01 ! X X X
Eufa-8-en-3B-ol X X
Eufa-8,24-dien-33-0130% X X X
_Olean-12-en-3p-o"> X | X X X

de trlerpenes anahzadas doslatex ”
paralicola, Wedd = C. weddelliana, Flum = C. fluminensis, Spirt = C’. spiritus-
sanctensis, Rosea = C.rosea e Lance = C. lanceolata.

Resumindo, a identificacdo dos triterpenos das misturas analisadas, através

;. . i3 . c. .
da técnica de RMN de ~C em conjunto com a CG-EM permitiu uma economia de
tempo ¢ reagentes necessdrios a separagfo dos mesmos. Quanto & composicdo do
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latex, provenientes de diferentes espécies de Clusia, pode-se dizer que as
composigdes das faixas apolares sao basicamente constituidas pelos mesmos
sesquiterpenos ¢ triferpencs, presentes nas espécies em proporgdes distintas. Nio

foi possivel verificar uma caracteristica comum para as segdes taxondmicas.

1.1.3- ANALISE DA FAIXA POLAR DO LATEX DOS FRUTOS

Para a analise, por CG/EM, das fragdes polares metiladas foram escolhidas
espécies pertencentes a cada uma das segdes taxonOmicas (se¢d0 Cordylandra : €.
paralicola; se¢do Chlamydoclusia: C. grandiflora; seg2o Criuva: C. parvifiora ¢
secdo Phloianthera: C. hilariana) ¢ 0s resultados estdio na Figura 14 (pag. 75). A
numeragio dos compostos caracterizados é a continuagdo da numeragdo adotada
para os contifuintes da faixa apolar (quadro 3, pag. 70).

Além dos alcoois (C-16 ¢ C-18) e acidos graxos detectados, principalmente
em C. parviflora, foi constatada a presenca do éster metilico (L-58) do acido
oleandlico (78), quadro 1 ¢ 3 pag. 22 e 76 ¢ 0 respectivo diidro o acido olean-3-
ox0-28-6ico (1-59), observou-se ainda, que oS picos: 54, 56 ¢ 57 foram
identificados como sendo os compostos (80), (18A) ¢ (79), que sdo os ¢<steres
metilicos dos acidos 5,6-diidroxi-cis-8-tocotriendlico; cis-d-tocotriendlico € cis-y-
tocotriendlico. As estruturas dos constituintes caracterizados na fragdo polar do
latex das espécies analisadas (Tabela 26, pag. 74) estdo descritas no Quadro 3
(pag.76).

Comparagdo enire 0s espectros de massas de benzofenonas isoladas nas
resinas florais de Clusia, com os obtidos, no latex da fracdo polar metilada de C.
paralicola e C. parviflora, sugere a presenca de benzofenonas no latex, do tipo
aberto, ou seja, sem o esqueleto biciclo noneno [3.3.1], devido a presenga dos ions
de m/z 339 (100%), 105 (65%), e 323 (40%). O espectro de massas proveniente do
cromatograma de Clusia paralicola, referente ao pico 53 (Figura 15, pag. 76) esta

de acordo com a fragmentacdo da benzofenona grandona (42) quadro 1 pag. 22,
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isolada, pelo nosso grupo de pesquisa, a partir da resina floral de Clusia grandiflora

masculina, sendo agora detectada no latex dos frutos de C.paralicola, C. parviflora

§24

e C. hilariana. Contrariamente aos resultados de Lokvam e col™, ndo foi observada

a presenga de benzofenonas no latex de C. grandiflora.

TARELA 26 Composigio percentual dos constituintes da fragdio polar metilada dos
latex dos frutos de Clusia, Sec¢dio: Cordylandra (C. paralicola), Chlamydoclusia (C.
grondifiora) Criuva (C. parviflora) e Phloianthera (C. hilariana).

IR, Exp = Indice de Retengio Experimental, calculado aplicando a equagio de Van den Dool e

Kratz'! °IR, Lit. = Indice de retencio da literatura’>. * Rf < 0.25, silica gel e hexano/acetato de etila

como eluente
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Quadro 3 Estruturas das fragSes polares metiladas (Ry < 0,25 silica gel ¢
hexano/acetato de etila como eluente) dos latex dos frutos de Clusia

!l

L-43-Hexadecanol
E-53-Hexadecanoato de metila
L-45-Octadecanot

18A R,=HeR=H cis- 3-Tocotrienolato de metila
79 Ry=HeR,;=CH; cis- y-Tocotrienolato de metila
80 R,=OHeR;=H 35, 6-diidroxi-cis-y-Tocotrienolato de metila

pmmo;_ e
Pico 55
3 L-55 Grandonona

453 41

333
1
2 9] g

Abundincia %

283
227 259 1395

393
rd b B e

50 400 450

185 191
100 150

S0 200 250

308

Figura 15 Espectro de massas obtido a partir do
cromatograma da fragdo polar do latex de Clusia paralicola

(Figura 14)
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1.2-ANALISE QUIMICA DO LATEX DOS RAMOS

O latex ¢é produzido por estruturas especializadas, ¢ encontrado em todo o
tecido vegetal, o qual € disseminado por canais laticiferos. Esta difusdo sugere que
o latex encontrado nas folhas, ramos ou frutos possuam, ao menos, & mesma ciasse
de metabolitos, variando apenas na proporgio dos constituintes quimicos & no nivel
de padrio de oxidacdo de algumas classes de substdncias. Mesmo assim, decidimos
analisar a constitui¢io quimica do latex dos ramos dos respectivos parentais dos
hibridos C. paralicola x C. nemorosa e C. nemorosa x C. lanceolata ¢ compara-la
com a dos frutos. Aproveitamos ainda, os resultados desta andlise quimica, para
confrontar com os dados obtidos com o latex dos frutos, objetivando uma
justificativa plausivel 4 baixa atividade observada no teste bicautografico para o
latex dos hibridos, comparado com os latex dos parentais e maior susceptibilidade
aos ataques de herbivoros para os hibridos.

A analise do latex dos ramos seguiu 0 mesmo protocolo estabelecido para o
latex dos furtos. Os cromatogramas dos latex dos ramos (fragdo apolar e polar dos
hibridos ¢ dos parentais) das espécies escolhidas sdo mostrados nas Figura 16, 17
18 ¢ 19 (pag. 78-81). Os resultados das andlises com os percentuais relativos dos
constituintes da frac@io apolar de cada espécie, sfos mostrados na Tabela 27 (pag.
82). A identificacdo das substincias (Quadro 4, pag. 83) foi realizada de acordo
com os critérios adotados para identificagfo dos constituintes quimicos no latex dos
frutos e a numeracfio dos compostos caracterizados € a continuagfio da numeragdo

adotada para o latex dos frutos (quadro 2, pag. 22)
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Abundéneia
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FIGURA 19 Cromatogramas das fragdes polares metiladas (Rf < 0.25,
silica gel e hexano/acetato de etila como eluente) dos latex dos ramos de

hibridos de Clusia.
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Tabela 27 Composigic Percentual dos Constituintes Quimicos dos Latex dos Ramos
em Espécies do Género Clusia®

*Da esquerda para direita: C. paralicola, C. nemorosa, C. lanceolata, C .paralicola x C. nemorosa e
C. lanceolata x C. nemorosa. “IR, Exp = Indice de Retengdo Expenmentai caicuiado aplicando a
equacio de Van den Dool e Kratz®'. "IR, Lit. = Indice de retengéio da literatura®. t=trago.
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Quadro 4 Compostos identificados nas fracdes apolares no latex dos ramos

OH Butbxibutano-1
1-61

Acido-2-metibutandico
160

Biciclogermacreno =

Germacreno 12 B-Selineno 1-21 /\a—Muug%leno
12

1-18 1-20

H 1-31

o Codineng Oxido de Cariofileno

134

H
3-Cadineno
1-28

Z on Dervados do Lanostano
= ¢ Eufano
L-46,47¢50
H ;
) HO"
1-<epi>Cubcebol Heneicosano Olean-12-en-3f-o0l
L-65 L-66 (1)

g3



CAPITULOQ 111 — Resultados e Discusséo

Como esperado, as composigles quimicas dos latex dos ramos s&o
semelhantes aquelas obtidas para os latex dos frutos, ou seja, as faixas apolares séo
constituidas basicamente por sesquiterpenos e triterpencs presentes nas diferentes
espécies em abundéncia varidveis. NZo foram detectados sesquiterpenos
oxigenados no latex dos ramos dos hibridos. A principal diferenca observada entre
os latex provementes dos ramos de hibridos ¢ os respectivos parentais for a
auséneia, no latex dos hibnidos, de benzofenonas e derivades do tocoferol e do
acido oleanendlico.

A maior vulnerabilidade dos hibridos aos ataques de microorganismos pode
ser justificada pela auséneia, nestes hibridos, além das benzofenonas dos
compostos dernivados do tocoferol e o 4cido oleanenolico, os quals mostraram-se
ativos contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Rhodococcus eqgui,
respectivamente (Tabela 8, pag 38). No entanto, o que leva os herbivoros
escolherem um hibrido ao invés de um parental? E provavel que a resposta esteja
na presenga, € ndo na auséncia, de uma classe de metabdlitos ou uma dada
substdncia que os atraiam. Comparagdo entre os constituintes sesquiterpenos do
latex de hibridos e dos parentais, revelou uma diferenga sutil, que pode ser um dos
fatores que contribua para que os herbivoros tenham preferéncia pelos hibnidos.
Estou me referindo a ocorréncia de sesquiterpenos de menor peso molecular nos
hibridos. Ou seja, nos parentais, foram detectados sesquiterpénicos oxigenados ¢
ndo oxigenados, enquanto gue nos hibridos, apenas sesquiterpenos ndo oxigenados
estdo presentes, pelo menos em quantidades detectaveis. Estes sesquiterpenos,
menos oxigenados, sfo mais facilmente volatilizados para o meio, os quais podem
com seu aroma, atrair predadores, neste caso, o herbivoro que se alimentou das
folhas do hibrido, mostrado na foto da Figura 5C, pag. 36. Entretanto, ¢
aconselhavel realizar novas analises quimicas com um ntmero maior de hibridos e

experimentos de campo com o herbivoro.
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1.2.1-ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DA CERA EPICUTICULAR DE CLUSIA

O estudo da composigdo quimica de ceras epicuticulares abrange diferentes
campos de pesquisas, incluindo a taxonomia, permeabilidade cuticular e mteragGes
planta-inseto. Com relagdo a este Gltimo, alto nivel de triterpenos (B-amirina) em
fothas de azaléia (Rhododendron spp.) estd relacionado 2 sua resisténcia conira
varios insetos®. Sendo assim, decidimos analisar o extrato cloroférmico da cera
epicuticular de dois wibridos e seus respectivos parentais e COm base nos
constituintes quimicos analisados tentar correlacionar a composi¢io quimica com a
resisténcia contra herbivoros’.

De acordo com a literatura, a composigo quimica de ceras epicuticulares €
bastante diversificada, sendo constituida normalmente por d4cidos graxos,
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, triterpenos, ester0is €
flavondides™. A concentragdo relativa das classes de compostos enire as espécies
do mesmo género ¢ diferente, e as vezes, até entre as da mesma espécie, 15to 0corITe
devido as mudancas na produgio de cera de acordo com o estagio de
desenvolvimento da planta71. Os extratos obtidos com as folhas frescas foram
extraidos em banho de ultra-som por trinta minutos em cloroférmio. Os menores
percentuais de cera foram obtidos com o hibrido C. lanceolata x C. nemorosa e
com o parental C. lanceolata. (Tabela 28, pag. 86). A numeragao dos compostos
caracterizados nas ceras epicuticulares é a continuagao daquela adotada para o latex
dos frutos e ramos {quadros 2, 3 e 4 pag 58, 76 ¢ 83 respectivamente) , precedida
pela letra “F” (quadro 5, pag. 89).

85 Shepherd, T. Robertson, G.W. Griffiths, D.W. Birch, N.E. 1999, Phytochemistry, 55: 1239-1254.

* Este é o primeire relato da composicio quimica de ceras epicuticulares de espécies pertencenics a0 género Clusia.
8 post-Beittenmilier, D. Ammu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 1986, 47, 405.
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Tabela 28 Percentual de extrato cloroférmico da cera
epicuticular em Clusia

Os extratos foram analisados por CG/EM, possibilitando a caracterizacdo de
31 compostos (Figuras 20 ¢ 21, pag. 87 e 88). As principais classes de metabolitos
que compdem as ceras das clisias estudadas sdo sesquiterpenos, hidrocarbonetos,

com namero impar de carbono, ¢ triterpenos. (Tabela 29).

Tabela 29 Abundancia relativa dos constituintes das
ceras separados por classe quinuica.

A-Sesquiterpenos, B-Hidrocarbonetos (>C-15}, C-Triterpnos ¢ D-
Aldeidos de Cadeia longa.

Dentre os triterpenos caracterizados podemos destacar a presenga, em guase
todos os extratos, de B-amirina (1), lupeol (23), lupenona (33), quadro 1, pag 22 ¢
friedelanona (F-81). Os sesquiterpenos nfio oxigenados sic majoritarios, com
predominancia do B-Canofileno (L.-10) quadro 2, pag. 58, exceto no extrato da

espécie C. paralicoia.
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Analisando o percentual das 4reas, relacionado as classes quimicas que
constituem as ceras analisadas, observa-se que as ceras de ambos os hibridos sdo
constituidas por menores quantidades de triterpenos comparado com as dos
parentais, 0 que tornariam, os hibridos, mais vulneraveis aos ataques de predadores,
ja que maiores concentragBes de triterpenos estejam relacionadas a sua resisténcia

contra insetos herbivoros™. Estes resuitados somados aqueles obtidos para o latex
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revelam para estas duas fontes de metabdlitos, o atex ¢ as ceras epicuticulares, uma

possivel relagdo na protecdo das espécies contra ataques de insetos herbivoros.

Quadro 5 Compostos identificados na cera epicuticular de Clusia

AN S T

Pentadecano Tricosano Pentacosano Heptacosano Octacosanol
24 F-67 F-68 F-69 F-70
/%\ /W\ %\ /m\ /\{g,%/g\
Nonacosano Tracontano Hentriacontano Dotnacontano Tritriacontano
F-71 B-72 ¥-73 F-74 776

~a-Amirinona c-Aminna
F-75 E-77

“ /WH /\%%/\
28 31

Doﬁiacontancsil Pentatrniacontanc
79 F-80
& p, YA o
“  Lupenona 29 o Friedelanona
F-78 Triacontanal F-81
F-82

W
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1.3- ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAQ DE PRODUTOS
NATURAIS DO LATEX DE CLUSIA.

1.3.1-ISOLAMENTO DOS PRODUTOS NATURAIS

Os compostos {78) e {18) foram obtidos a partir do latex bruto dos frutos de
C. grondiflora. O procedimento de extracfio do latex encontra-se descrito no
capitulo IV, parte experimental, no item 3.1, pg.136.

Uma aliquota de 90 mg do latex, foi submetida a CCDP, ¢ eluida 3 vezes
com uma mistura de solventes hexano e acetato de etila 10%. Duas das faixas de
menor Re (0,32 ¢ 0,41) mostraram fluorescéncia no UV wisivel (254 nm e 365 nm).
Com a finalidade de se ter wma idéia dos conmstituintes presentes no latex, 2
cromatoplaca, revelada no UV, teve a silica coberta por um vidro (20x20 cm),
deixando apenas 0,5 cm exposta para revelagdo com solugfo (para borrifar) de p-
anisaldeido. As faixas de interesse foram duas, uma revelada no UV em 254 nm, ¢
em p-anisaldeido, mostrando uma mancha forte de coloragdo marron. A outra,
mostrou uma mancha azul clara, ndo revelada no UV. Apoés isolamento, ambos os
compostos se revelaram puros quando submetidas a CCD. Da faixa de menor Ry
(0,32) obteve-se 8,1 mg do composto (78) e de maior Ry (0,42), 5.4 mg do
composto (18) .

Os compostos (18A), (79) e (80) foram isolados na forma de ésteres
metilicos, apés tratamento com uma solucdo etérea saturada com CH;N; a partir do
latex bruto do fruto de C. grandiflora. Uma aliguota de 100 mg do latex fo1 tratada
com uma solugéo etérea de CH;N,, como descrito no item 3.1.2. ¢ em seguida
submetida CCDP. Para conseguir uma methor separagdo a placa foi eluida duas
vezes usando como eluente a mistura de solventes hexano/ acetato de etila 2%. Este
sistema de solvente promoveu uma separagdo do extrato metilado em trés faixas
principais. O composto presente na faixa de maior Ry (0,63) revelou-se puro,

quando submetido a CCD, sendo denominado de composto (80) (8,0 mg). As
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outras duas faixas de menor R¢ (0,53 e 0,48) foram reunidas e extraidas com uma
mistura de solventes hexano e acetato de etila 10%, e analisadas por CG/EM,

revelando a presenga de 4 compostos (Figura 22) .

e
203 miz 440 i 454
&0’ /
L
2 ?8‘ / \\)
3 50 w470
g %0 %2
= 407 3
0 2
207 !
A
s DQ:W*? L *WL}“ L‘—rﬂmu;_._ﬂ
TPOUTED0 1000 1500 2000 2500 000 3500 4000 4500 5000 5500 60.00

Figura 22 Cromatograma apos juncfo das faixas de R: (048 ¢
0,33) do latex dos frutos de C. grandiflora.

O primeiro o terceiro ¢ o quarto picos, no cromatograma da figura 22,
referem-se aos ésteres metilicos dos 4cidos cis-8-tocotriendlico™ (18) (quadro 1,
pag. 22), olean-12-en-3-ox0-28-6ico (L-58) e olean-3-o0x0-28-6ico (L-59) (quadro
3, pag. 76) respectivamente. Estes compostos apresentam um padrio de
fragmentacdo dos compostos (78) e (18), previamente isolados do latex bruto,
acrescidos de 14 unidades para o primeiro e terceiro picos € de 2 unidades para o
quarto. A mistura, apos andlise por CG/EM, foi recromatografada fornecendo 7,4
mg do composto (18A), o qual foi facilmente caracterizado como o €ster metilico
do 4cido cis-8-tocotriendlico™ (18) e 5,2 mg do compostos (79).

As estruturas encontram-se descritas no quadro 6. O composto (18) tem sido
isolado como principal constituinte dos frutos de C.grand; ora®, j4 os composto
(78) ¢ isolado pela primeira véz em espécies do género Clusia ¢ até mesmo na

familia Guttiferae. Os compostos (79) ¢ (80) sfo inéditos. A elucidagio estrutural
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destes compostos foi feita usando-se as técnicas espectroscopicas, principalmente a
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear, uni ¢ bidimensional, de
hidrogénio e carbono (gCOSY, HSQC, gHMBC, 'H, °C, DEPT 135° ¢ 90°).

latex de C. grandiflora

18-R=H cis-3-tocotriendlico
18A- R = CH; cis-3-Tocotrienolato de metila

A determinacdio estrutural dos compostos isolados (Quadro 6) foi realizada

para cada composto isoladamente por meio das andlises dos dados espectrais. Os
derivados do tocoferol sfio encontrados no latex como Acidos livres e nio nas

formas metiladas.
1.3.2-DETERMINACAO ESTRUTURAL DO COMPOSTO (78)

O composto (78) foi obtido como um sélido branco. O espectro de massas de
alta resolugo forneceu o pico referente ao ion molecular em m/z 454.3445 ¢ para o
M"™, enquanto que 2 massa calculada para formula CsoHaO5 € 454.3447. Os
espectros desacoplado de RMN de C ¢ DEPT 135° e 90° exibiram a presenca de

30 sinais de carbono, sendo 10 metilenos, 7 metilicos, 4 metinicos e 9 quaterndrios
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(CsoHss). O RMN de 1] se caracteriza pela presenga de um grande nUmMETO de
sinais (sete) possivelmente de grupos metilicos. Levando-se em consideragéo a
existéncia de duas carbonilas, uma delas de acido carboxilico, a formula molecular
para o composto (78) & de fato CsoFlisO5. As principais informagdes obtidas com 0
espectro de 1.V. referem-s¢ aos grupos carboxila e carbonila. E o caso de uma
banda larga entre 3400-2500 cm’’, relacionada ao estiramento axial de O-H do
grupo acido. A banda do estiramento axial C-H (2950- 2856 o) esta superposta
a0 estiramento O-H. Os estiramentos de carbonila (C=0) para os acidos
carboxilicos sdc mais intensos do que os das cetonas. Esta informagdo em conjunto
com dados de RMN de °C, obtidos para dois sinais de carbonos quaternarios em 2
2177 ¢ 183,0 sdo caracteristicos de carbono cetdmico e de acido carboxilico,
respectivamente. Estes dados corroboram a presenga destes grupos funcionais na
molécula ao correlacionar as bandas de deformagdo axial de C=0, em 1687 cm’’
para um acido carboxilico.

Anglise do espectro de massas do composto (78) mostrou que 0s dois fragmentos
i6nicos de maiores intensidades (Esquema 3, pag.95 ), m/z 248 (100%) e 203
(95%), podem ser justificados por meio de uma clivagem caracteristica do tipo
“retro-Diels-Alder” (RDA), no anel “E”, originando o fragmento de m’z 248
(100%). Esta fragmentagdo ¢ tipica de triterpenos pentaciclicos, com esqueleto
oleaneno e urseno A insaturados. O fragmento proveniente da “retro-Diels-
Alder” se decompde para originar o fragmento de m/z 203 (95%). Nestes
triterpenos, um substituinte oxigenado no C-17 ¢ eliminado mais rapidamente do
que a perda de um radical metil. A natureza insaturada da molécula foi confirmada
pela presenca dos sinais em 6 143.6 (Co) € 8 122.4 (CH) no espectro de carbono-13
e no de hidrogénio em & 5,31. O espectro de RMN de 'H é consistente com a
proposta estrutural, pois além do sinal de hidrogénio olefinico mostrou ainda sete
singletes, para trés hidrogénios cada, em § 0,82, 0,91,0,94, 1,04, 1,06, 1,09 ¢ 1.15.
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As correlagbes dos deslocamentos quimicos dos carbonos foram reahizadas por
comparagdo, com valores dos atomos de carbono correspondentes, encontrados
para o derivado éster metilico do é4cido oleandlico®™® (Tabela 30). Todas estas
evidéncias nos levaram a designar o composto (78) como sendo o Acido 3-oxo-

Olean-12-en-28-6ico.

1-8= H, Acido Olean-12-en-3-oxn-28-0ico
5= CH; Clean-12-en-3-ox0-28-oato de metila

TABELA 30 ComparagZo dos Deslocamentos Quimicos de
carbono-13  (ppm, ’ CDCl; e Tetrametisilano como padrio
interno) entre o Acido 3-oxo-Olean-12-en-28-6ico (78) ¢ o

_K.; Seo, S. And Tomita, Y.. 1975. Tetrahedron letters. 1, 7-10.
Esquema 3 Principais fragmentagbes do dcido 3-oxo0-Olean-12-en-28-0ico
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/=454

iz =248 (100%)

_i-:-

miz =203 (36%)

1.3.3-DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS (18) e (184)

No espectro na regio do U.V. observou-se duas absorgdes em Ayg: 224nm e
298nm, consistente com croméforos do tipo fenol ¢ um grupo carboxilico o.B-
insaturado, respectivamente.. Na regido do I.V., o espectro revelou uma banda de
absor¢do em 1688cm™, relacionada a vibragio de deformacdio axial de uma
carbonila, provavelmente conjugada. Observou-se, através da RMN de Be 27
sinais com deslocamentos quimicos diferentes, cujos padrdes de hidrogenagdo

foram estabelecidos pela analise do DEPT 135° ¢ 90°, sendo observados 5 carbonos
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metinicos, 8 metilénicos, 5 metilicos e por diferenca 9 carbonos ndo hidrogenados.
Analise por espectrometria de massas de alta resolugfio forneceu o pico {on
molecular m/z 426.2775 que foi compativel com o valor 426,2770, calculado para
Cy7H33COy. Andlise de RMN de 'H revelou dois sinais em & 6,39 e 8 6,49 que sdo
caracteristicos de um sistema aromatico acoplado em posicio meta (J=2,4Hz) ¢
para trés hidrogénios olefinicos, provavelmente de unidades isoprenilicas, um dos
quais em posi¢do B ao grupo carboxila, estes sinais foram confirmados pela
aquisicdo de espectros de RMN bidimensionais através das correlacles
homonuclear de 'H x 'H (COSY) e heteronuclear de 'H x PC 2 uma ligagio
(HSQC), respectivamente. Com o auxilio do espectro de RMN 2D gHMBC, foi
possivel estabelecer as principais conectividades a longa distancia (3 ligaghes), nfo
restando divida na atribuigio dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios ¢
carbonos. Os dados obtidos, ¢ inequivocamente atribuidos para o composto {18),
coincidem com os dados reportados para o Acido cis-3-tocotrienélico™, isolado a
partir dos frutos de C. grandiflora, como principal constituinte, A configuragdo
“cis” da dupla em 11° foi determinada através da comparagio do deslocamento
quimico de C-13 do carbono « metilico em § 20,7 da oy-guttiferina, que também

corresponde ao do acido angélico, mas néio ao do 4cido tiglico (11,9) ¥ (Figura 23).

20,7 HC s 1o
trans-Acido tiglico

Figura 23 deslocaments | car‘aono
metilico da a-guttiferina, dcido angélico e do 4cido tiglico.

¥ yiogeli, U 1975, Org. Mag. Res., 7, 617,
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Os espectros do composto (18A) apresentaram um perfil bastante semelhante
a0s do Acido cis-8-tocotrienolico (1 8). As mesmas absorgoes, observadas para o
composto (18), referentes aos cromoforos do tipe fenol e acido carbo ilico o,pB-
insaturado foram observadas, para (18A), no espectro de U.V.. O espectro de
massas mosttoa © pico do ion molecular com 14 unidades a mais do que ©
composto 18. Considerando que o composto 184 foi isolado a partrr de um extrato,
o qual foi previamente metilado com CH,N,, considerando 0s sinais em & 3,60 com
integracdc para 3 hidrogénios, nc espectro de RMN de 'He 51,2 no espectro de
RMN de °C, revelado no DEPT 135° como um carbono metilico e considerando
ainda, as bandas de absorgdes, caracteristicas de ésteres de acidos «, B-insaturados,
na regifo do LV. em 1716cm” ¢ na regidio entre 1377cm’ — 1160cm’™
relacionados, Tespectivamente as vibragdes de deformagtes axiais de C=0 ¢ C-0,0

composto (18A) € o éster metilico do acido cis-8-tocotriendlico (18).

13.4-DETERMINACAO ESTRUTURAL PO COMPOSTO (79)

O composto (79) foi obtido na forma de um oleo amarelado. O espectro de
massas obtido na andlise por CG/EM (Figura 22, pag. 91), mostrou como fon
molecular m/z 454, que sdo 14 unidades 2 mais do que o éster metilico do acido cis-
S-tocotendlico. A andlise de RMN de °C revelou 29 sinais com diferentes
deslocamentos quimicos, ©0s quais, poT meio do DEPT 135° e 90° foram
classificados gquanto ao padrio de hidrogenagéo como sendo 7 carbonos metilicos;
8 metilénicos; 4 metinicos e 10 ndo hidrogenados (CyoHa). Esta analise descartou a
possibilidade de que o aparecimento das 14 unidades a mais para o composto (79),
tenha sido proveniente da metilagdo do latex, ja que as analises dos espectros de
RMN de 'H e °C indicaram a presenga de apenas uma metoxila em 8 3,73 com
integragdo para 3 hidrogénios ¢ & 51,2 para um carbono do tipo metilico. O

espectro de massas de alta resolugio forneceu o ion molecular em m/z 4543084 ¢

g7



CAPITULO 111 — Resuifados e Discusséo

calculado para CyoHg O, for 454.3083 daltons. O composto (79) apresentou o
mesmo padrio de fragmentacdo revelado para o composto (18A), com 14 umidades
a mais para os dois picos mais miensos de m/z 151 ¢ m/z 191 para o composto (79)
e mz 137 ¢ m/z 177, para (18A) (Esquema 4, pag. 99). Comparando os dados
espectrais registrados para o composto (79) com os obtidos para (18A), ficou claro
gue ambos 0s compostos pertencem a mesma classe quimica, diferindo no padréo
de substituicdo do anel aromatico do sistema biciclico. O argumento de que estes
compostos pertencem & mesma classe quimica confirma-se através da andlise de
ouiros dados, € caso dos espectros nas regides do U.V. ¢ L V., que apresentaram o
mesmo perfil dos espectros obtidos para (18A). Quanto a diferenca enire os dois
compostos no sistema biciclico, o espectro de RMN de 'H do composto (79)
mosirou apenas um sinal atnbuido para um hidrogénio pertencente ao sistema
aromatico em & 6,37 ¢ dois sinais para duas metilas aromaticas em 8 2,11 e 2,13,
enquanto que para (18A) observou-se um sinal referente a uma metila aromatica e
um sistema de spins, H;-H,, acoplados em meta. Os deslocamentos quimicos dos
carbonos atribuidos para o sistema biciclico para o composto 79, mostraram-se
coerentes com os dados reportados para o sistema biciclico do y-tocoferol® (Figura
24).

Composto 79 y-Tocoferol

Figura 24 Comparacgdo dos deslocamentos quimicos (ppm) de carbono-13 entre o
sistema biciclico do y-Tocoferol e deslocamentos obtidos para o composto (79).
(Ambos os sinais foram obtidos em CDCl; e tetrametilsilano como padr3o interno).

Matsuo, M. & urano, 5.1976. Tetrahedron, 32, (1), 229-231.

98



CAPITULC 11 — Resultados e Discussio

Com base nesses dados ¢ em conjunto com as informacdes deduzidas das
anslises dos espectros de RMN  bidimensionais foi possivel atribuir 0s
deslocamentos quimicos de hidrogénic e carbono para o composto (79). que
gpontam para a esturtura de um éster homologo do acido cis-§-tocotriendlico (18),
denominado de cis-y-tocotrienolato de metila.

A ocorréneia, no espectro de RMN de B¢, de um carbono metilico em 6
20,6, atribuido aoc C-13, implica em uma configuragao “cis” para a olefina em 117,
mais uma vez, por comparag@o do sinal do metil (8 20,7) do acido angélico e da a-
guttiferein (Figura 24, pag. 98). Na tabela 29 (pag. 100) estdo descritos 08
deslocamentos quimicos de carbono-13 para os constituintes majoritarios do latex

de C. grandifiora.

Esquema 4 Principais fragmentagbes para 0S derivados acidos do tocoferol®,

isolados do latex de Clusia grandiflora

HO HO”

18-R, =R, = H, m/z 137 (74%) 18- R, =R, =H m/z 177 (50%)
18A- R,=H e R,=CH,, m/z 137 (100%)  18A- R;=H e Ry=CHs, m’z 177 (70%)
79- Ry=Ry=CH;, m/z 151 (100%) 79- Ry=R,=CH;, m/z 191 (26%)

w
(18)- Acido cis-S-tocotrienolico, (18A)- cis-8-tocotrienolato de metila e (79)- v-
tocotrienolato de metila.
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Tabela 31 Deslocamento quimico de Carbono-13 de
derivados do tocoferol isolados do latex de Clusia
grandiflora, fragio polar bruta ¢ metilada (Ry < 0.25, silica
el e hexano/acetato de etila como eluente.

C | 18 |18A] 79 | C | 18 [18a| 75
2 | 753 | 753 | 752 | 10° | 135,0 | 1350 | 1350
PBa | 241 | 240 1 2401 10°a{-159--159 | 158
3 | 314 | 313 | 314 | 9 | 390 | 39,1 | 39,6
4 | 225 | 221 | 223 | & | 266 | 265 | 266
42 | 1213 | 1212 (11821 7 |1250[124911249
5 1126 | 1126|1121 6 |1341]134,1]1342
6 | 147711478 | 14631 6’a | 158 | 158 | 15,9
7 11156 | 1156 | 12161 5 | 39.0 | 39,5 | 39,1
Ta| - - 1 118 | 4 | 2821 280 | 280
8 11274 11273 11268 3 |1464 1434 [1433
8a | 1460 | 1458 11457 | 22 | 1260|1266 | 1258
8b | 161 | 161 | 119 | 17 |172,7]168,6]1685
13° | 396 | 396 | 397 | ’'a | - | 512 ] 51,2
12°| 222 | 224 | 222 | 22a | 205 | 20,6 | 206
117 | 1243 | 1243 | 1244

18- R; =R, = H Acido cis-3-tocotriendico
18A-R;=H e R,=CHj cis-8-Tocotrienolato de metila
79- R;=R,=CHj; cis-y-Tocotrienolato de metila
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CAPITULG 111 — Resuitados e Discussio

1.3.5-DETERMINACAO ESTRUTURAL DO COMPOSTO (30)

O composto (80), obtido na forma de um dleo amarelado revelou através do
especiro de massas como fon molecular m/z 456, apenas 2 unidades a mais do que o
éster metilico do acido cis-y- tocotriendlico, composto (79). O espectro de RMN de
BC do composto (80) revelou 27 sinais com diferentes deslocamentos quimicos,
onde o sinal em & 39,6, devido a sua intensidade, for atribuido para dois carbonos,
totalizando assim 28 carbonos. Estes carbonos foram classificados quanto ao
padrio de hidrogenagdo por meio do DEPT 135° ¢ 90° como sendo 6 carbonos
metilicos; 8 metiléniicos; 4 metmicos ¢ 10 ndo hidrogenados (CysHzg). A partir
desta formula minima faltam 82 unidades para se igualar ao referido ion molecular
m/z 456, que podem ser justificadas pela presenga de 2 hidrogénios e 5 oxigénios,
ou seja, um composto com padrio de oxidagdo mator do que os isolados €
caracterizados anteriormente. A analise por espectrometria de massas de alta
resolugdo forneceu o pico ion molecular m/z 456,28161 que fo1 coerente com ©
valor 456,28153 daltons, calculado para CgHscOs. No espectro no 1.V. observou-se
um estiramento em 1715¢m” referente a uma carbonila conjugada e no espectro na
regido do U.V. observou-se absorgéo consistente com cromoforos do tipo fenol €
carboxilicos o, B-insaturados, observado também nos compostos anteriormente
caracterizados. Os valores dos deslocamentos quimicos de RMN de BC para as
unidades isoprenilicas sdo coerentes com aqueles atribuidos para o composto (79)
(Figura 25, pag. 102).

O composto (80) apresentou um padrio de fragmentacao, comparado com 0s
compostos (18 ¢ 79) bastante diferente, revelando como pico base o fon em m/z 121
(Esquema 5, pag. 105). Comparag8o destes dados espectrais sugere que O composto
(80) pertenga 2 mesma classe quimica dos outros dois compostos isolados (18 £ 79)

diferindo apenas mo padrio de substituigdo no sistema biciclo, apesar de revelar,
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como no composto (79), um vmico sinal no espectro de RMN de 'H referente a um

hidrogénio aromatico em 8 6,16.

39,7 1244 39,6 1249 391 1433 Ba06

15,9 16,0 168,5

(80)

39,6 1246 396 1231 39,1 1433 206

Flgura 25 Comparagao dos éeslocamentes qmmicos (ppm) de
carbono-13 entre a cadeia lateral isoprénica do composto (79) e
(80) (Ambos os sinais foram obtidos em CDCl; e tetrametilsilano
como padrio mterno).

A desprotegio observada para a maioria dos sinais na RMN de “C
relacionados aos carbonos quaternarios, que fazem parte do sistema biciclo, sugere
a presenca de mais de um grupo, possivelmente oxigenado, ac invés de grupos
metilas, como foi atribuido ao sistema biciclo do composto (79). Entretanto, os
deslocamentos quimicos dos carbonos obtidos para ¢ composto 80 ndo estio de

acordo com os dados obtidos a partir do espectro de massas e infravermelho, e sim

com anéis quindnicos, indicando a presenga de grupos carbonilicos. E o caso do
modelo abaixo (Estruturas A" e A7),

18433

0) e \ O )

157,73 2048

131,02 1250 1335 1345
179,42 £ A

Estrutura A strutura

"oy, T.8., Tien, H.I, Yef, M.Y. e Lee, K H 1988, Phytochemistry. 27:{12) 3787-3788.
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CAPITULG 10 — Resulindos e Discusséo

Com base nesta discussio e das informagOes deduzidas das andlises dos
espectros de RMN bidimensionais a estrutura B foi sugerida para o composto {80).
Analise das correlagBes entre B¢ ¢ 'H obtidas do espectro de gHMBC encontram-

se descritas na Tabela 32.

Tabela 32 CorrelagBes entre “C ¢ 'H obtidas do espectro gHMBC (E-57, pig.

N°de C 8 - PC (ppm)/tipo de C
1’ 168.5/Cy 589:373e 188
OMe 51,2/3,72/CH;
2’ 22,0/2 98/CH;
2’a 20.6/1,88/CH,
3’ 1433/ Cy 1,88
4’ 28,0/2,56/CH,
5 39.1/2,00/ CH; 5.88
6 1344/ Cy 2,54 2,06
6’a 16,0 /1.61/ CH; 2,06
7’ 123,1/511/CH 2,00-1,98,1,60
g’ 26,5/2,10/CH;
9’ 396 /CH;
1 136,0/Cy 2062198
10’a 15,9/1,60/ CH; 1,98
11 124,6/5,11 / CH 2.,06,2.01.1,60
12’ 22.0/2.98/CH,
13’ 39.6/2,060/CH; 511e1,32
2 81,1/C, 232¢ 1,98
2a 23.8/1,32/CH,
3 29.6/1,80/CH, 1,32
4 15,6/2,32/CH,
43 112,2/CH 1,80,2,32
6 1503/Co 210e242
17.,9/2,1G/CH;
126.6/6,16 / CH 2,10
177.87/C, 2,10
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CAPITULO 1M1 — Resultados e Discussdo

Por outro lado, andlise do espectro de infravermelho revelou bandas
caracteristicas de croméforos do tipo fenol enquanto que o espectro de massas
possui um ion molecular de 456 daltons, ou seja, duas unidades de massas a mais
do que a massa molecular do composto B. Enquanto que os dados de ressondncia
estdo de acordo com a estrutura B, os espectros de infravermelho e massas estio

coeregntes com a BEstrutura C.

COQMG 17
26,7 6.7

]32..}

FA L FA5 208
280 585 (1,88)

*i060 1
200y (511y

Estas incoeréncias podem ser explicadas pela oxidacéo do composto C na
solugio de cloroférmio durante a espera dos espectros de RMN, sendo o
composto B um derivado inédito, porém diante desta problematica o mesmo

devera ser novamente isolado e sua estrutura confirmada,
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Esquema 5 Principais fragmentages para o composto (C) isolado
do latex de Clusia grandiflora

miz 45628161
(37%) {(CogtanOs)

OH
cale, 4562877
RDA com transf. )
de hidrogénio Clivagem o

CH,0H
m/z 153 05919 m/z 193.08991
(48%) CgHgOs (37%) C11H1303
cale. 15305518 cale.193,08647
OH

iz 42426423
(4%) Cortla04

OH calc. 42426136

o

m/z 3962636
- {2%) Castl3603
OH calc. 39626644

OH
oo
QL ,
OH

@ CHy
/\]/\/\///
miz 121.0980

(100%) CgHys
calc. 121,10173
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1.4- CARACTERIZACAO PARCIAL DO POLISSACARIDEQ

1.4.1-INTRODUCAQO

Polissacarideos sfo polimeros de alto peso molecular proveniente da

condensagdio entre agucares simples, podendo ser aldoses ou cetoses, que s&o
unidos através de ligagBes glicosidicas. Estes polimeros possuem ampla
distribuicio na natureza. Sua ocorréncia ja foi relatada em fungos, bactérias, algas
em vegetais superiores. Apesar da pouca atengdo, quanto a ocorréncia em plantas
inferiores, Geddes & Wilkie relataram a presenga de um polissacarideo do tipo
arabinogalactano em Eudorina californica, uma colénia de algas verdes®.
Os polissacarideos podem ser classificados de acordo com o tipe da unidade
monossacaridica que o compde. Ou seja, sfo considerados homogéneos ou
heterogéneos ¢ em ambos os casos podem ser macromoléculas lineares ou
ramificadas. Um polissacarideo homogéneo ¢ aquele resultante da condensagfo de
moléculas do mesmo agucar, como no amido e celulose, enquanto que o
heterogéneo é aquele formado pela condensagdo de diferentes tipos de agucares.
Qutra classificagiio estd relacionada a solubilidade em 4gua. Os insoliveis séo
celulose ¢ algumas hemiceluloses, enquanto que os soluveis em agua podem ser
gomas, mucilagens € pectinas.

As GOMAS se caracterizam por apresentarem em sua estrutura 4cidos
urdnicos. Estes acidos sio decorrentes da oxidagéo do grupo ~CH,OH, no carbono
6, a acido carboxilico e seus nomes sfio baseados nos monossacarideos que lhes
deram origem. Por exemplo: Oxidagdo da hidroxila no carbono 6 da glicose, deriva
o 4cido glucordnico se fosse a galactose formaria o acido galacturonico. Em geral

as gomas sdo resultantes da agdo de microrganismos ou lesOes sofridas pela planta.

# Geddes, D. §. & Wilkie, K. C. B. 1971. Carbohydr. Res. 18: 333-35.
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Em outros casos sua formagdo se relaciona ao processo adaptativo do vegetal
principalmente as condiges climaticas.

As MUCILAGENS, ao contrério das gomas, ndo sdo decorrentes de
alteractes patologicas da planta. Pede ocomrer em outra parte do vegetal, mas
predominam nas sementes. Elas podem ser neutras ou scidas. As acidas possuem
em sua estrutura, além dos agucares normais, os acidos urdnicos. Fisiologicamente
se caracterizam pela capacidade de retengfio de agua. E por isso, devem auxiliar na
germinagdo de sementes.

As PECTINAS, Como o préprio nome revela, {(do latim pecfos = geléia) sdo
facilmente gelificaveis devido a grande capacidade de retencZo de agua. Sdo
constituintes da lamela média das paredes celulares da planta. Quimicamente sao
polimeros do acido galacturbnico. Podem wvir esterificadas por metanol, o que
intensifica sua viscosidade ¢ disperssibilidade em agua.

Intensos estudos relacionados ao potencial bioativo de varios tipos de
polissacarideos de origem vegetal tem revelado para estes metabolitos atividade
como: antitumoral, immmoestimulante, antiflamatéria, anticoagulante, antiviral,
hipoglicémica ¢ hipocoiesterolemiante%.

Considerando estes estudos de atividade bioldgica ¢ levando em
consideragdo que o latex em Clusia é amplamente distribuido na planta e cerca de
30% em média é constituido por polissacarideo, serviu de estimulo para MICIarmos

o estudo de sua caracterizagfio quimica.

1.4.2-RESULTADOS E DISCUSSAC
Os PS foram isolados do latex dos frutos de Clusia de acordo como ©
procedimento descrito no capitulo V, na parte experimental. Devido a sua

solubilidade em agua, os polissacarideos (PS) de Clusia pertencem a classe dos

® Simaes, C. M. O., Schenkel, E. P., Gosmann, G., de Mello, J. C. P.. Mentz, L. A, Petrovick, P. R. 1999
“Farmacognosia: da planta ac medicamento” Porto Alegre/Floriandpelis. Ed. Universidade/UFRGS, Ed. da UFSC,
pp. 417-431.
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polissacarideos heterogéneos. As dosagens de agucares totais ¢ de proteinas foram
obtidas de acordo com o método de Dubois™ ¢ Lowry™, respectivamente. Os

resultados das dosagens de proteinas revelaram baixoc teor de proteina, variando
entre 3,0% (C. paralicola) e 0,3% (C. criuva). (Tabela 33).

Tabela 33 Percentuais das Dosagens de Acucares Totais e Proteinas

A Figura 26, mostra os espectros na regido do 1.V, dos PS provenientes do
latex de Clusia, pertencentes as 4 se¢Ges taxondmicas do género, revela a presenca
de grupo acido carboxilico, devido as bandas de estiramentos O-H e C=0, que sdo
caracteristicas desta func@io orgénica. A confirmagio da presenca do grupo 4cido
carboxilico, foi confirmada pela analise cromatografica. Os acucares residuais
foram obtidos através da metandlise do PS bruto, seguido pela formagdo do
denivado trimetil sililado (TMS), e por meio da analise em CG/EM (Esquema 6),
foram identificados por comparacdo com picos obtidos pela mesma analise
utilizando como padrdes o acido poligalacturbnico, Goma guar e goma xantana,

cujos resultados foram compativeis com os da literatura®™**.

' Dubois, M.; Gilles, K. A.; Hamilton, J. K.; Rebers, P. A & Smith, F. 1956. dnal. Chem., Washington, Vol 28,
350-356.

**Lowty, O. H.; Rosenbrough, N. 1. Farr, A. L.; Randall, K. L. 1951. /. Biol. Chem., Bethesda, Vol. 193, 265,

“Ha. Y. W.; Thomas, R L. Simultancous determination of neutral sugars and uronic acids in hydroccolloids. Journal
of Food Sczence 53,2, 1988,

* Bleton, 1.; Majanelle, P.; Sansoulet, 1.; Goursand, S; Tchapha, A. 1996. Journal of chromatography A, 720, 27-49
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Esquema 6 Reagfio genérica da metandlise do polissacarideo de acordo com o
procedimento de HA e Thomas*

1-Metandlise .

(Cloreto de acetila + MeOH anidro)
2-Sililacio

{Piridina + Hexametildisilazano +
Trimetilclorosilano)

Mrsio OSIMT

H OGHy

5 OCH,
OSIMT

H H . H OCH,
Acido-B-Glucuronicopiranose  Acido~a-Glucoronicofurancse Acido-B-Glucuronicofuranose

o-Rhamnopiranose

H
[3-Arabinofuranose

H OCH,

a-Arabinofuranose a~Arabinopiranose B-Arabinopiranose

R= Arabinose, Acido Glucarfnico, Rhamnose & Manose  come grupos terminais
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——C. parslicola
e . fOSB8
s {3, GHUVE
s (3 FflET8IE

[ e
O o
i L}

Transmiténcia
[}
T L]

T v H ? T
4000 3000 2000 1000

Comprimento de Onda (om™)

FIGURA 26 Espectros de infravermelho dos polissacarideos do latex
dos frutos de Clusia pertencentes as segBes: Cordylandra (#C.
paralicola);, Chlamydoclusia (+C. rosea); Criuva (#C. criuva) e
Phloyanthera ($C. hilariana) .

A composi¢o molar dos agucares residuais foram similares entre as 12
especies analisadas, consistindo de Arabinose (de 29.82 a 59.15%), Rhamnose (de
4.31 a 9.75%), Manose (de 7.44 a 12.65%), Galactose (de 2627 a 44.24 %) e
Acido Glucurdnico (de 2.07 a 4.24 %) respectivamente (Figura 27 e Tabela 34).

derivados do polissacarideo isolado de Clusia rosea.

Identificacdo  dos numeros no cromatogramas  estfio
relacionados a Tabela 34,
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A analise de homogeneidade demonstrou para todos os PS, sem excegdo, um

altc grau de pureza (Figura 28) e o peso molecular aproximado ¢ de 50.000

Daltons.

Apesar de sen alto grau de pureza, detectados nas analises de cromatografia
de permeagfio em gel, os espectros de RMN de “C dos PS bruto (Figura 29)
mostraram-se bastante complexos, principalmente nas areas referentes aos carbonos
anomericos (90-110ppm), carbonos primarios (60-65ppm) ¢ entre 68-85ppm, que
compreende os sinais dos carbonos secundarios (C-2 - C-5). Um sinal de baixa
intensidade em 187,48 confirma a presenca da funcdio carboxilica de &cido

observada nas analises por CG/EM e IV e outro mais intenso em 16. 3 ppm, refere-

e £ pradicot f%, A (m ?E i
ot /1 i N
i A I
“ - - /
| L
i i
H % = it
i 4
i I L 2
i
G ) = = Tengmimay
£ i € 2 aberians o
i A § A
sefer ; ] & g ; i
o i
" i 1
L A o A
: H . i
e T i3
i i i j !
1 i i
* Tumpotema “ fwpoiamy

Figura 28 Resultados das anélises de homogeneidade dos PS de
Clusia  A) Segdo  Cordylandra, (.  paralicoa; B)
Chlamydoclusia, C. rosea; C) Criuva, C. criuva € D)
Phloyanthera, C. Ailariana. Os cromatogramas nas cores
vermelha € o Detector “A”, Espalhamento de luz e azul é o
Detector “B”, Indice de refracio

se ao carbono primdrio (C-6) da ramnose.
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. parakcola

M
Figure 29 spectrum of C-NMR (500MHz, D;0) of
Clusia polysacchandes

A atribuigdio dos deslocamentos quimicos dos monossacarideos que constituem 0s
95,9697 (Tabela 35).

PS foi realizada por comparagao com 08 dados da Literatura

Tabela 35 Comparagdo entre os dados de RMN de °C do PS do latex de
Clusia com os dados da literatura®™ .

95 (grtierr, N., Chambat, G. and Joselean, J. P. 1987, Carbohydrate Research, 168, 275-283
% pinto, G. L., 1991, Carbohydrate Research, 290, 229-242
¥ Defaye, 1. ¢ Wong, E. 1980, Carbohydrale Research, 150, 221~

113



CAPITULO 111 — Resultados e Discussdo

As analises de RMN de "*C confirmaram a constituigdo basica dos PS, obtida
através de CG/EM. As atribuigdes dos deslocamentos quimicos foram coerentes

1 sugerindo para este polimero uma cadeia

com dados para outras gomas
principal de PB-galactose (1-23), com ramificagdes de B-galactose (1-»6) enguanto
que os outros monossacaridecs fazem parte da extremidade do polissacarideo

(Figura 30).

Figura 30 Esqueleto basico do proposto para o PS de Clusia com base nas analises
de CG/EM e RMN de °C.

Em resumo, Com base nos resultados obtidos para os PS, pode-se concluir,
que sdo facilmente isolados a partir do latex de Clusia, praticamente sem
contaminagdo. Apresenta alto grau de homogeneidade, independente da espécie,
que foi isolado. Em média, possuem uma massa molecular aproximada de 50.000
daltons. S3o constituidos por Arabinose, Galactose, Manose, Ramnose ¢ Acido
Glucurdmico, variando emtre as espécies, apenas no percentual relativo destes

constituintes. As razbes molares obtidas a partir das analises por CG/EM com
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relagdo aos representantes majoritarios, ou seja, de 298 a 59,1% referentes a
Arabinose e de 26,2 a 44 2% para Galactose, sugere para este PS uma classificagio
de polissacarideo heterogéneo, caracterizando-se ainda pela sua solubilidade em
4gua. Estes dados revelam que os latex das 12 espécies estudadas pertencem 2

classe das gomas do tipo Arabinogalactana.
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CAPITULO IV

PARTE 1I: CULTIVO IN VITRO DE Clusia Paralicola X Clusia Weddelliana):

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS METABOLITOS
PRODUZIDOS

1-INTRODUCAQ

As téenicas de cultura de tecidos consistem no isolamento de células, tecidos
ou Grgdos vegetais, ou sua propria inoculagdo em condigdes assépticas, utilizando
meios nutritivos adequados ¢ condigdes controladas, com a finalidade de obter um
rapido crescimento da biomassa ou a completa recuperagéo da planta quer
diretamente (organogénese) ou através da formac8o de embiogénese.

A partir da década de 30, a utilizag@io de fitorménios na suplementacgo dos
meios de cultura, possibilitou maiores avancos nas técnicas de cultura de tecido
vegetal. A estimulagdo da embriogénese somatica ¢ regeneragao de plantas em
culturas de calos pela combinagdo de auxinas e citocininas tem sido amplamente
cmpregadagg.

A cultura de tecido tem sido usada como ferramenta na produgéo e actmulo
de metabolitos secundarios de interesse farmacologico, ou para utilizar o potencial
enzimatico destas culturas para promover a transformagfo de substratos organicos
exogenos em compostos de interesse”. Qutra aplicagio desta técnica é a sua
combinagdo com a quimica orgénica sintética, utilizando enzimas isoladas para
promover biotransformagdes em substratos sintéticos para obtengdo de compostos
mais complexos com propriedades farmacolégicas.

As principais vantagens na produgio de metabélitos secundarios por cultura

de tecidos diante dos métodos tradicionais de extragio direta da planta s&o:

%Bhasskaran, S & Smith, Rh 1990, Crop Sci, 30: 1328 ~1336.
% Kutney, J. P.; Chen, D.; Stoynov, N.; Achiwa, K. ¢ Takemoto, M. 1996. Phytochemistry, 42, 2, pp. 423.
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» Simplicidade no isolamento do metabolito desejado devido a menor
complexidade extrato.

% Aumentar 2 produgdo do metabGlito manipulando as condigdes de
crescimento, como constituigio do meio de cultura, pH, luz,
temperatura, etc.

» A produgio de composto alvo independe de variagdo sazonal.

» Condig¢Bes sdo mais favoraveis aos estudos bossintéticos.

Progressos recentes no campo da biotecnologia ten Tornado esfa area de
pesquisa uma das mais promissoras da biologia experimental ¢ as técnicas de
cultura in vitro tém sido usadas na investigacdo de varios problemas basicos, néo so
na area de fisiologia vegetal, na genética ou biologia celular, mas também na
agricultura, silvicultura, horticultura'®, etc. Entretanto, 0s resultados obtidos nem
sempre sdo faceis de se obter, ou mesmo satisfatorios, requerendo do pesquisador,
paciéncia ¢ muito trabalho para atingir seus objetivos. Um dos obstaculos
encontrados ¢ a oxidagio de metabdlitos liberados por células danificadas, na
preparagdo dos explantes, que inviabilizam seu cultivo. Esse problema ¢ mais
facilmente encontrado na preparagdo de explantes de plantas lenhosas, cujo tecido
vegetal ¢ mais 1icO em CoOmpostos fendlicos'”'. Espécies do género Clusia sdo
caracterizadas pela presenca de latex, que além de outras substancias, s@o
constituidas por compostos fenolicos2. No inicio da década de 40, Balansard &
Pellissier'? reportaram a tentativa de cultivo i vitro com plantas laticiferas. Folhas
de C. rosea foram imersas em uma solugdo aquosa de AIA (100 mg/L) e ap6s 6
meses de cultivo, constataram que os metabolitos presentes no latex inibiam a acdo

da auxina.

1%pgrres, C.A, Caldas, L. S.,1990 “Técnicas e aplicacio da cultura de tecidos, ABCTP-EMBRAPA/CNPLH,
Brasilia, DF.

101G rattapaghia, D.; Machado, MLA. 1990. “Micropropagagdo in: Torres, A.C.; Caldas, L.S. - Técnica ¢ Aplicagbes
da Cultura de Tecidos de Plantas”. pag. 117-120. EMBRAPA, Brasiia-DF.

1025 1ansard, .. Pellissier, F. 1942. Compt. Rend. Soc. Biol., 136 307-308.
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Plantas do género Clusia sio bastante usadas no tratamento de vérios tipos
de doengas, ja mencionadas no capitulo 1 desta tese. A analise quimica das resinas
e de outras partes da planta tem revelado que sfio basicamente constituidas de

T

benzofenonas poliisopreniladas™”. O estudo biolégico, dessa classe de compostos,
indicou atividade antimicrobiana e anti-HIV®. O fato de estas benzofenonas serem
encontradas, quase que exclusivamente, nas resinas ¢ nos frutos restringindo sua
disponibilidade e uso na medicina popular, em qualquer época do ano, estimulou
estudos em cultura de tecidos de espécies de Clusia visando uma fonte continua
destes metabdlitos.

Com base no exposto acima, estudo icial de cultura de tecido foi realizado
com hibrido de Clusia com o mtuito de estabelecer a melhor combinag@o entre 0s
fitorreguladores: AIA, 2.4-D, BA e KIN para obtencdo e manutenciio de calos e
investigar as principais classes de metabolitos biossintetizados. Com a finalidade
de minimizar as possiveis dificuldades no cultivo de explantes de Clusia, vegetais
que sdo caracterizados pela presenga de canais laticiferos, a espécie escolhida foi o
hibride Clusia paralicola X Clusia weddelliana. Em geral, os hibridos possuem

menor quantidade de latex do que os respectivos parentais.

3-RESULTADOS E DISCUSSAQ

2.1- CULTURA DE EXPLANTES FOLIARES DO HIBRIDO C Paralicola X C
Weddelliana

Qs procedimentos usados na obtencdo da cultura de explantes foliares de
Clusia, encontram-se descritos no item 7 da parte expenimental. Foi observado, nos
8 experimentos, que tanto os explantes cultivados no ‘escuro ou sob luz branca
houve baixa contaminacdo, promovida principalmente por fungos. O percentual de

explantes contaminados, por experimentos, variou entre 1 ¢ 5%. Em geral, o maior
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percentual de explantes oxidados’ foi encontrado naqueles cultivados na presenga
de luz. Dos 8 experimentos em gque os explantes foram cultivados com diferentes
combinagBes entre os fitorreguladores (Tabela 46, parte experimental), apenas 0
gxperimento 5 resultou em desdiferenciaciio, principalmente nos tratamentos 6
(melhor resultado) ¢ 7 ¢ em menor escala nos tratamentos G, 10, 11 e 12 (Tabela
36). Observou-se ainda, que a melhor interagio entre os fitorreguladores, que
parece minimizar a oxidag8o dos explantes, ¢ aguela em que os intervalos das
concentracbes entre ATA/KIN sdo respectivamente, 5,0 - 10,0 mg/L ¢ 0,1 - 1.0
mg/L.

Tabela 36 Interagfo dialélica para o Experimento 5
entre AlA e KIN

AlA (mghy | 0,0 5,0 25
KIN (mg/L)

0,0 1* 5 9

0,1 2 6 10

1.0 3 7 11

5.0 4 8 12

* Os nameros de 1 a 12 referém-se a0s tratamentos do expermento,
Cada tratamento ¢ constituido por 5 explantes, cultivados em frascos
separados.

O cultivo dos explantes na auséncia de luz foi imprescindivel para formacao
de calo. Na luz, nenhuma combinacio de fitorreguladores resultou na
desdiferenciaciio, ou seja, na formagcéo de calo.

Resumnindo, este estudo mostrou que das combinagbes dial€licas entre 0S
fitorreguladores (AIA/BA; AIA/KIN: 2.4-D/BA; 24-D/KIN ¢ 2.4-D/BA) os
melhores resultados foram obtidos entre AIA/KIN e que a oxidagdo dos explantes
& mais intensa quando a quantidade de AIA ¢ superior a de KIN. O cultivo na
auséncia de luz a temperatura ambiente, estimulou o crescimento de células néo

diferenciadas as quais podem ser selecionadas para otimizago de calos fridveis.

"Entende-se por explante oxidado aquele de coloragio marrom, na superficie superior e lateral do explante.
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2.2-ANALISE QUIMICA DA CULTURA DE TECIDOS DO HIBRIDO CLUSIA
PARALICOLA X CLUSIA WEDDELLIANA

A anélise quimica dos calos e do meio de cultura foi realizada com calos
obtidos ap6s 1 més e meio e 8 meses de crescimento, denominados
respectivamente de Calo 1 ¢ Calo 2 (Figuras 31-A, B e C).

M
FIGURA 31 Tempo de cultivo (25 * 2°, no escuro) e aspecto dos

explantes mantidos na combinagdio hormonal padrio na
desdiferenciacdo e formacfio de calos A) Inoculacdo de explantes no
meio padréo b) 20 dias ¢) 3 meses e d) 8 meses.

Os procedimentos de obtengfio dos extratos hexanico € metanolico dos calos
e acetato de etila de seus respectivos meios de cultura, encontram-se descritos nos
esquemas 8 ¢ 9 na parte experimental, pag. 148 e 149 respectivamente. Analise por

CG/EM dos extratos apos metilacdio com diazometano, forneceu os cromatogramas

(Figuras 32 e 33)
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A analise por CG/EM dos Calos 1 ¢ 2 revelou que nestas condigbes de
cultivo, foram produzidos principalmente #cidos graxos saturados, insaturados,
normais ¢ ramificados, dlcoois de cadeia longa, hidrocarbonetos de cadeia longa
compostos fendlicos (derivados do acido benzdico) e triterpenos (Quadro 7, Tabela
37). A numeragio dos compostos caracterizados nos calos e meios de cultura €
continuacdo da numeragio adotada para os compostos caracterizados nas ceras
epicuticulares. Os acidos palmitico ¢ esteérico estdo presentes no Calol (28 dias de
cultivo) e Calo 2 (8 meses de cultivo) e sio os mais abundantes, dentre o5 acidos
graxos saturados. Ambos foram caracterizados tanto no calo como no meio de
cultura. O mesmo foi observado para o acido oléico, dentre os insaturados. Ja os
ramificados (metil-tetra, penta ¢ hexadecandico) foram produzidos apenas no calo
2 (8 meses de cultivo). A producdo de écido citrico observado em ambos os calos
pode estar relacionado as condigbes de estresse (anaerdbica ¢ na auséncia de luz)
na indugdo dos calos. Ha relatos na literatura "> %*+1% de actmulo de acido citrico,
em resposta ao esiresse, €m plantas pertencentes ao Metabolismo Acido de
Crassulaceas (CAM), que estdo adaptadas a ambientes com escassez de agua,
comum em algumas espécies de Clusia. Outros metabolitos caracterizados em
ambos os calos, foram os acidos olean-12-en-3-0x0-28-0ico (L-58) e olean-3-0xo0-
28-0ico (L-59). Neste Caso, os maiores percentuais relativos destes acidos foram
obtidos na analise do Calo 1 e no meio de cultura. E possivel que o menor
percentual relativo dos triterpenos no Calo 2 esteja relacionado 3 realizagio das
subculturas em que o meio de cultura foi desprezado, j4 que os metabdlitos
produzidos sdo eliminados para 0 meio de cultura - Meio 1H = 26,10%, Meio 1A =
33.92% e Meio 2A = 8,71% - (Tabela 37).

1% Tee (5.; Herzog, B. and Luttge, U 1998 Jowrnal of Plant Physiclogy, 152: (1) 1-8.
1% ivares, E.; Faist K kluge, M. Lustige, U. 1993. 7. Exp. Bot., 44: (267), 1527-33.
195 Branco, A.C. Olivares, E. Luttge, U.; Haagkerwer, A. 1954, New Phyviologist, 126: (2), 203-211.
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O protocolo ora estabelecido para cultura de células do hibnido Clusio
paralicola X Clusia weddeliana promoveu, principalmente, a produgdo dos 4cidos
olean-12-en-3-ox0-28-0ico (L-58) ¢ olean-3-oxo-28-cico (L-59) os quais estio
presentes principalmente no latex dos frutos de Clusia grandifiora. Acido citrico
tem sido caracterizado na casca do fruto de C. nemorosa e sua detecgdo nos calos
(induzidos na auséncia de luz) sugere que seu actmulo favoreca um aumento na
concentragio de CO, prevenindo a fotoinibigio, uma vez gue sua degradacio libera
trés moléculas de CO, e que o acumulo de um outro acido, comum em plantas do
tipo CAM}%, por exemplo, o acido malico s6 fornece uma molécula de CO,.

Um fato observado, altamente relevante do ponto de vista biotecnologico, é
gue os metabolitos produzidos pelo calo sfo excretados para o meio o que facilita

sua extracdo e minimiza Os custos.

_Quadro 7 Compostos identificados emcalosde Clusia

Oy OCH
H,CO on” TocH -

P AR Citrato de metila Hi i 1
T etto  cieCaren scetato A 4 &drombeglzggto de metila

C-83 C-84

~0-Ac

CH3(CHy)yCO,CH;

Dodecanocato de metila (CH3)o(CH)12C0,CH,
C.87 Metil-Tetradecanoato de metila
C-90
CH;(CH,)1,C0,CH; CH5(CH,j;3C0,CH;
Tetradecanoato de metila 3,4-Dimetoxibenzoato de metila Pentadecanocato demetila
C-89 c-88 C-91

" Franco, A.C..; Ball, E.; Lutige, U. 1992, Plant Ceil and Ewvironment, 15: (7) 821-829.
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(CH;),{(CH,);,C0,CHs

. CH5(CHy)1,CHs
(CH3),(CHy)13C0CH; Nonadecano Metil-Hexadecanoato de metila
Metil-Pentadecanoato de metila C-94 95
52
CH4(CHy),CH=CH(CH,)sCO,CH; CH5(CHy)15C0CH; CH2(CH2)170H
Hexadecenoato de metila Heptadecanoato de metila Octadecanol
93 C-96 C-45
CH3{Cﬁz)4CH=CHCHECH3(IH(CH2)7€GQC33
Octadecadienolato de metila
C-97 CH5(CHy)ppCH;
CH3 (CHZ}l 6C0 2CH3 Tetracosano
Cﬁg{€H2)7CHﬂCH(CHZ}7CGZCH3 Octadecanoato de metila C-100

C-9%

Octadecenoato de metila
98

CH;(CH,),-COCH
H sty jpp o Fig
¢ ﬁﬁ%&gﬁ? Tetracosanoato de metila
C-102 C-103
CH3(CHg)sCHs
2 4-bis(Dimetilbenzil JFenol Heptacosano
C-69

C-101

CH;(CH,),4C0OCH;
Hexacosanoato de metila
i C-106
OCH,; Catequina

C-105
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-*
>
¥ =

& o
Hean-12-en-3-0x0-28-ato de metil {)Eeag@ -oxo-ato de metila
58 55
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TABELA 37 Composi¢io percentual relativa dos constituintes quimicos

’ ”-Miﬁ ¢ M1A = Exi. hexanico ¢ ia do meio de cultwra do calo 1, CXH: CrHe (JIM CIM = Ext hexdnicoe
metanohce do cale 1 2 2. IR, Exp. = Indice de Retengao Experimental, calmﬁado aplicando a equagio de van den Doli e
Kratz . IR, Lit. = Indice de Retencdo da Literatura ~
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3- CONCLUSAQ -PARTE I E PARTE I1

1- De acordo com os resultados dos testes de biocautografia, realizados com latex de
diferentes espécies de Clusia, pode-se sugerr para o latex a fungdo de protecio
contra atagues de microorganismos, principalmente bactérias.

Z- Baixa atividade dos iatex de hibridos, comparada com os de parentais, sugere
aos hibnidos uma malor susceptibihdade de ataques por microorgamismos e
herbivoros.

2- Os latex provenientes dos frutos ¢ ramos possuem basicamente a mesing
constituicio quimica. {sesquiterpenos, ftriterpenos, acidos graxos, tocoferois,
benzofenonas e polissacarideos).

3- A constituigdo quimica do latex de hibridos diverge da composicio encontrada
para os respectivos parentais. Nas frages apolares e polaesr dos hibridos ndo foram
detectados sesquiterpenos oxigenados, benzononas e tocoferois.

4- Contrariamente aos resultados de Lokvam e col, gue isolou e caracterizou
benzofenonas do latex de C. grandiflora, espécie nativa da Venezuela, a analise do
latex de C. grandifiora, cultivada na fazenda Santa Eliza, IAC-Campinas-SP, n3o
revelou a presenga de benzofenonas.

5- A investigagio da composigdo quimica da cera epicuticular de 5 espécie de
Clusia permitiu a caracterizagio de 31 compostos pertencentes principalmente as
classes de hidrocarbonetos e triterpenos das séries oleano, lupano, e friedelano.
Este € o primeiro relato da composigio quimica de ceras epicuticulares de espécies
pertencentes ao género Clusia.

6- O protocolo estabelecido para cultura de tecidos promoveu a formagdo de
metabolitos encontrados iz vive em espécie de Clusia. (derivados do acido
oleandlico)

6-As celulas excretam 0s metabolitos para o meio de cultura, fato relevante para

producdo continua de metabdlitos de mteresse.
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CAPITULO V

PARTE EXPERIMENTAL

1-ASPECTOS GERATS SOBRE OS MATERIAIS E METODOS EMPREGADOS

Os reagentes usados, foram todos analiticamenie puros. Utilizaram-se
solventes das marcas Merck, Synth, CRQ ou Carlo-Erba ¢ também, provenientes
da planta piloto do Instituto de Quimica da Unicamp.

Os solventes foram recuperados utilizando evaporador votative R-114
Waterbath B-480 da Biichi.

A sililaggo apoés metanéhise do PS fol realizada com o sililante da Sigma
constituido por pindina: hexametildisilano: srimetilclorosilanc, (3:1:9 v/v/v), € 08
carboidraios padrdes (agucares livres ¢ metilados) ¢ gomas foram obtidos da
Aldrich ¢ Merck. Utilizou-se uma centrifuga HIMAC/CR21-HITACHI para as
amostras sililadas. Para metilag@o das fragdes polares usou-se €xcesso de solugdo
etérea de diazometano. As amostras de PS foram liofilizadas em liofilizador da
marca LABCONCO.

Todo material incluindo vidrarias, meios de cultura, agua destilada ¢

demineralizada utilizadas nos experimentos de cultura de tecidos, isolamento de
microorganismos € nos bioensaios foram esterilizadas em autoclave vertical,
Phoenix-AV75 ou Luferco, & 120°C, com pressao de latm, por um periodo de 30
minutos para os materiais ¢ 15mmn. para os meios de cultura € agua.

As operagdes em condigSes assépticas foram realizadas em camara de fluxo
laminar, Veco (HLFS-12 ou Veco (VLE5-09).

O equipamento usado nos ajustes de pH dos meios de cultura Basico ¢
Definitivo foi medido no pH-Metro — B474 da Micronal.

Na preparagio dos extratos das ceras epicuticulares usou-s¢ um banho de
ultra-som da marca THORNTON-T14.
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1.2-MATERIAL VEGETAL

Frutos, ramos e ceras epicuticulares, foram coletadas a partir da colegdo de

clisias cultivadas na Fazenda Santa Elisa” - IAC, Campinas-SP. Na tabela 38,

estdo discriminadas as espécies estudadas, com os nimmercs dos responsaveis pela

coleta, (M.C.E. Amaral & V. Bitirich) e a parte da planta de interesse. As excicatas

devidamente identificadas, estdo depositadas no Herbéario da Universidade Estadual

de Campinas. As especies foram identificadas por Dr. Volker Bittrich. Testes

bioautograficos do latex ¢ analise quimica da cera epicuticular e do latex foram

mvestigados a partir de hibridos cultivados em casa de vegetacdo do Departamento

de Biologia da UNICAMP (Tzbela 39).

Tabela 38 Plantas analisadas (Polissacaridec” (PS), Cera Epicuticular®), relacionando-as com
a espécie. Onigem do latex para realizag@o dos testes bioautograficos® (T.B.) e o ntimero de

identificacdo das exsicatas.

] ’ LATEX ET.B" [ PS”| CERA" Ne
SECAO ESPECIE Frato| Ramo EXCICATAS
C. nemorosa {masc.} 495/151
| G. Mey. (hermafrodita)} ¥ X X X #95/150
Chlamydoclusia 7= 07 Jacq. (fémea)| X X #85/154
C._grandiflora Splitg. (fémea)| X X #95/153
C. criuvva  |ssp. parviflora (fémea) | X X #9777
Criuva Cambess. | Ssp. crimva (fémea) | X X #2001/56
Phloyanthera | C Ailariana Schitdl. (fémea)| X X #97/248
C.lanceolata Cambess. (fémea)! X X X X #96/27
C.paralicola (fémea); X X X X #97/5
G. Mariz {masc.} #97/5a
C weddellicna (femea)| X X #2001/57
Cordylandra Planch & Triana {masc.) #97/4
C.fluminensis Planch & Triana (fémea) | X X #2001/54
C.panapanari (Aubl) Choisy  (fémea) | X X #95/156
C.spiritu-sanctensis G.Mariz (fémea) | X X #95/185a
C.pernambucensis G Mariz (masc.) X #95/186
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Tabela 39 Partes das plantas analisadas, relacionando-as
com a espécie. Origem do latex para realizagdo dos testes
bicautograficos” (T.B.)

1.3. MICROORGANISMOS USADOS NG5S TESTES BICAUTOGRAFICOS

Os testes bicautograficos dos latex foram realizados conira os segumtes
microorganismos: Escherichia coll, gram () - CCT 3050; Bacillus subtilis, gram
() CCT 0089; Rhodococcus equi, gram (+) - CCT 0541, Staphvlecoccus aureus,
gram (+) - CCT 4295; Micrococcus Iutens, gram (+) - CCT 2720, Salmonella
typhymuriun, gram (+) - CCT 0528; Aspergillus niger, CCT 1435; Penicillium
funculosum, CCT 0490; Fusarium oxysporum, CCT3244; Rhizopus oryzae, CCT
4964: Alternaria alternata, CCT 1250; Aspergillus fumigatus, CCT 01277,
Cladosporium cladosporioides, CCT 5039 e Candida albicans, CCT 0776 da
Coleggo de Cultura Tropical, “Fundagdo Tropical de Pesquisa ¢ Tecnologia Andre

Tosello”.

2-EQUIPAMENTOS E CONDICOES DAS ANALISES

2 1- CROMATOGRAFIA EM CAMADA DFLGADA E EM CAMADA ESPESSA
PREPARATIVA

As cromatografias em camada delgada (CCD), usadas para analise dos latex
de diferentes cliisias e do monitoramento dos compostos isolados por cromatografia
em camada espessa preparativa (CCEP), foram feitas utilizando-se cromatofolha
com silica gel como adsorvente, disponivel na dimensdo padrdo 20x20cm, com
indicador de fluorescéneia em UVasinm da marca Merck. Cromatofolha (6x6 cm)

foram usadas para os testes bioautograficos dos latex.
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As CCEP usadas no isolamenio de substimcias puras ¢ das misturas de
triterpenos, foram preparadas no espalhador “Quckfit” com 1mm de espessura, em
suporte de vidro (20x20 cm), de uma mistura em 160ml de dgua destilada de silica
gel G (30 g) e GFasq (50 g) da marca Merck. Em seguida, as placas foram ativadas,
em estufa, a2 100°C por um periodo mimimo de 1 hora. A recuperacio das amostras
foi efetuada por meio de lavagens da silica com solventes utiizando papel de fitro
desengordurado.

A rtevelagdo dos compostos nas cromatoplacas foi feita utilizando
inicialmente, iradiagfo com lampada ulravicleta (254 nm) seguida da imersdo ou
pulverizagdco com uma solugfo, previamente preparada de acordo com a
literatura' de p-anisaldeido e posterior aquecimento em chapa quente ou pistola
aquecedora. -Para imersfio: na proporgdo de 1:2:100 em volume de p-anisaldeido,
H,S0,, HOAc glacial e EtOH, respectivamente e para pulverizar: na proporgio de

Y2:1:50 em volume de p-anisaldeido, H,SOy e acido acético glacial.

2.2-CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
As andlises dos latex foram feitas em um cromatografo Hewlett Packard
5890B SERIES II, acoplado a um espectrOmetro de massas HP 5970, equipado
com coluna capilar de silica fundida J&W Scientific DB-5 ou HP-5 (30m x
0.25mm x 0.25um). As temperaturas do injetor ¢ detector foram respectivamente
de 290°C e 285°C. O gas de arraste foi Hélio ¢ o programa de temperatura do forno
fo1 de 40°C até 290°C 2 4°C/min. Os espectros de massas foram obtidos a 70eV,
0,84 scan/sec de m/z 40 a 550. A analise por CG/EM dos PS, foi realizada na
Faculdade de Engenhana de Alimentos — UNICAMP. FEmpregou-se um
cromatdgrafo Shimadzu 17A, acoplado a um detector seletivo de massas Shimadzu

97 Casey, M.; Leonard, J.. Lugo, B.; Procter. (. 1990, “ddvanced practical orgarnic chemisty”, New York
Chapman & Hall, 264p.
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QP 5000, equipado com uma coluna capilar fundida DB-5, Shimadzu (30 m x 0.25
mm x 0,25 um). As temperaturas usadas no injetor e detector, foram 300 ¢ 250 °C
respectivamente. O gas de arraste usado foi hélio, sob fluxo 1,0mL/min. (modo
“split”). O programa de temperatura, empregado nesta anlise, fol 150-220°C, 2 °C
min’'. Os espectros de massas foram obtidos 2 70 eV na faixa de m/z 40-550.

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos em um
espectrémetro Micromass modelc VG Auto Spec, operando a 70 eV com seior
magnético.

Os indices de retengdio foram obtidos pela co-injegdo das amostras com uma
mistura padsdo de hdrocarbonetos normais (Cy3-Cso), aplicando a equagdio de van
den Dool e Kratz”:

IR=[TS-TC, )/ {TC, - TCpi) T 100 x TCoy
QOnde,

TS = Tempo de retengfio da substéncia analisada,

TC, = Tempo de retengdio do hidrocarboneto que gluin 2pds a
substancia analisada.

TC,; = Tempo de retengfio do hidrocarboneto que eluiu antes da
substancia analisada.

C.; = Nimero de 4tomos de carbono do alcano que gluiu antes da

substancia analisada.

2.3- CROMATOGRAFIA POR PERMEACAO EM GEL

As anglises de homogeneidade foram realizadas em um cromatografo
Waters, de exclusdo estérea de alta pressao, equipado com um detector de indice de
refragio diferencial, modelo 2410 ¢ com detector de espalhamento de luz em
multiangulos (Waytt Technology- Dawn DSP), com 18 detectores dispostos ao

redor da fotocélula em diferentes Angulos. Utilizaram-se 4 colunas de gel
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permeacdic (Watres), com limites de exclusfio de 1,10°% 4,10°; 8,10% e 5,10°, em
série. O eluente usado foi solugdo de NaNO, 0,1molL” com 200 ppm de NaNs, a
20°C e pressdo de 920psi. As andlises foram feitas injetando-se 500ul da solugdo
do PS, com fluxo de 0, 6mi/min

3 A-RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Com excegdo dos espectros de RMN de *C e DEPT das misturas de
triterpenos provenientes do latex das espécies C. fluminensis e C. hilariana, que
foram registrados em um espectrometro Gemini 300p ~ Varian Instruments (300
MHz), os espectros das substancias puras, dos polissacarideos e das outras mistura
de triterpenos, foram registrados em um espectrémetro Varian Inova — 500 (500
MHz).

Todas as amostras foram analisadas em tubos de ressondncia de 5 mm de
didmetro. Os deslocamentos quimicos foram registrados em ppm. Todos os
espectros foram adquimidos a 23,0 + 2 °C, com excegdo dos espectros de RMN de
BC dos PS bruto, que foram realizados a 40,0 + 1°C. Os deslocamentos quimicos

de °C das amostras de PS foram referenciados externamente com TMS (8 0,00) e
para as demais amostras, os deslocamentos quimicos de 'H e C foram
referenciados internamente com o TMS (8 0,00) ou o CHCl; (8 7,27 para 'H e 3
77,00 para "C). Os sinais obtidos nos espectros de RMN de 'H foram
caracterizados como s = singleto, sl = singleto largo, d = dubleto, dl = dubleto
largo, t = tripleto, q = quarteto € as constantes de acoplamento (7) foram citadas em
Hz. O solvente usado na preparagdo das substdncias puras e das misturas de
triterpenos fo1 CDCls, e para as amostras brutas de PS, usou-se D,0.

A distingfio entre os carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e carbonos

quaternarios foi estabelecida através da aquisicdo de espectros de RMN de °C
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DEPT 90 ¢ 135, em que 058 carbonos metilicos € metinicos estao dispostos acima da
linha base do espectro e os carbonos metilénicos encontram-se abaixo.
As téenicas bidimensionais de correlagdo homonucleares 'H, 'H ( gCOSY) e

heteronucleares ' BC (BSQC e gHMBC) foram usadas para corroborar na

interpretagdo dos espectros de RMN.

2 5. ESPECTROSCOPIA NC INFRAVERMELHO

Os espectros foram registrados em um espectrofotdmetro Perkin-Elmer 1600,
com ftransformada de Fourier, utilizando filmes sobre cela de KBr para amosiras
liquidas e pastilhas de KBr para amostras solidas. A absorggo em 1601cm™ foi

usada como padréo de referéncia de um filme de poliestireno.

2 6~ ESPECTROSCOPIA NO ULTRAVIOLETA
Os espectros de UV foram obtidos em um especirofotdmetro Hewlett
Packard 8452A, equipado com detector de absorgio na regido do UV visivel € com

conjunto de diodos.

2.7-ROTACAO OTICA

Os valores de totagdio Otica dos produtos naturais quirais isolados, foram
adquiridos em um polarimetro da marca Carl Zeiss, modelo Polamat A, com
1ampada de merclrio (A = 246nm) ¢ precisdo de 0,005°. O solvente utilizado fot o
cloroférmio. A rotagdo optica especifica [a], em fungdo da raia D do sédio, foi

obtida de acordo com as conversdes @ procedimentos descritos abarxo,

recomendados pelo fabricante:

a) Conversdo da leitura de rotagiio Stica dos composios com a lampada de

Hg para 2 ldmpada de Na. Fsta conversio ¢ feita utilizando a férmula I

Ona © = Olpg/1,17543 (D
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onde, - Olna € a rotacio otica desejada com a ldmpada de Na a uma dada
temperatura.

- Olye € a rotagdo oOtica inicialmente obtida com a ldmpada de mercaro no
comprimento de onda igual a 546nm;

b) Conversic da temperatura T para femperatura de 20°C. E usada A

formula 11
20

ONa T = Ona / [140,000143 (T20)]  (1D)
Onde,
- o éa rotacfo otica desejada a 20°C;
- o ¢ a rotagio obtida e convertida para Jdmpada de sodio a wma dada
temperatura.

¢} E por fim, a obtencfo da rotagdo dtica especifica através da formula 111

[O*LNaZQ] = Rot. ética observada/c./  (II)
onde,

- “c” é a concentragdo da amostra em g/mL.;

- “” é o comprimento da cela em decimetros.

3-EXPERIMENTAL REFERENTE A PARTE I

3.1- OBTENCAO DO LATEX DOS FRUTOS E RAMOS

Com o auxilio de wm bisturi, o fruto foi cortado transversalmente e o latex

exsudado foi recolludo, em um béquer, com metanol. O latex é facilmente oxidado

em contato com © ar, € ao ser dissolvido em metanol obtém-se um precipitado

branco, o qual foi posteriormente analisado e caracterizado como sendo um

polissacarideo de tipo arabinogalactano. o extrato obtido foi filtrado, evaporado,

pesado e guardado em “freezer” até ser analisado. Para efeito da quantificacio

média de latex e polissacarideo por fruto, este procedimento foi realizado em

triplicatas, sendo o fruto e pedagos de ramos escolhidos aleatoriamente. O peso
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médio do latex foi obtido pela diferenga de massa do fruto ou ramo antes € apos
extragdo do latex.

Protocolo analogo foi aplicado para obtengfo do latex a partir dos ramos de
hibridos e seus respectivos parentais. Para quantificar o latex, PS ¢ triterpeno, 08

ramos foram pesados antes da extragao, em triplicata. (Esquema 7).

Esquema 7 procedimento de obtengdo e anzlise do latex de Clusia

Frutos ou
Ramos

1-Pesagem dos frutos ¢ ramos
2-Extracio do latex
3-Pesagem dos ffutos e ramos
4-Dissolugio do latex bruto

em metanol.
Extrato Polissacarideo
Metanolico
Analise de
et 17 . ~
Cromatografia RMN de °C ; ;o‘tﬁhi{?;?ao
preparativa v -vigtanonse
Analise de
| CG/EM
Sesguiterpenos Triterpenos Faixa
polar
Metilagio
v (CH,N2)
Analise de
CG/EM Anlise de
CGEM
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3.2-TESTE BIOAUTOGRAFICO

A snalise do potencial antimicrobiano do latex (frutos e ramos) das espécies
descritas no item 1.2, pg 02, fo1 realizada através do método %ﬁsa&tagiéﬁcem’m.
Os resultados dos ensaios bioagutograficos foram avalhiados qualitativamente,
observando-se a2 existéncia ou ndo de hales de inibigio comparando-os com o0s
padrdes de nistatina e cloranfenicol.

Usou-se cromatoplacas anmaliticas (silica gel 60 GF 254, Merck) nas
dimensdes 6x6cm. Foram aplicados 10 pl. de extrato do latex de Clusio a partir de
uma solugdo de 10 mg/ml em diclorometano. Para os padrdes fumgicida (mistatina
1mg/ml} e bactericida (cloranfenicol 4%) foram inoculados 1,0 ul. As placas
foram eluidas com diclorometano. Para cada teste, foram preparadas duas placas
idénticas, uma delas foi colocada em placa de petri (60mm de difimetro) e
encobertas com 0s meios de cultura para crescimento de fimgos (“Malt Agar”/ MA-
DIFCQ) ou para bacténia (“Nutrient Broth”/NB-DIFCO). Apds o endurecimento
do meio de cultura foram feitas as inoculagSes das suspensBes com concentracdes
10° células/mL para bactéria e 10° micélio/mL para fungo. Os microorganismos de
referéncia usados nestes testes, encontram-se relacionados no item 1.3, pag. 03. O
tempo de incubagdo foi, para bactérias, de 24 h a 37 °C e para fungos, 48 h a 28 °C.
Na leitura dos resultados, a outra cromatoplaca foi revelada com p-anisaldeido e
comparadas com os resultados obtidos das placas pulverizadas com uma solugio de
MTT (cloreto de metil-tiazoil-tetrazolium — 1mg/mL)”, usada com a finalidade de
tornar mais visivel o halo de mibicdo formado.

O manuseio dos materiais, meios de cultura e suspensdes de
microorganismos foram realizados em capela de fluxe laminar, para que

contaminagdes mdesejdvels fossem evitadas.

Y% Beting, V. 1973. Jowrnal of Chromaiography, 78.41.
9% Saxena, G.; Farmer, S.; Towers, GFLN. ; Hancock, R.E.W. 1995, Phyiochemical Analysis, 6, 125-128.
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3.2.1-TESTE BXGA}JTQGRAHCO COM COMPOSTOS ISOLADOS DA FRACAQ
POLAR DO LATEX DE C. grandifiora.

Foram usados neste teste 0s compostos: Acido cis-8-tocotriendlico (18), cis-

S-tocotrienolato de metila (18A), cis-y-tocotrienolato de metila (791 e Acido Olean-
12-en-3-ox0-28-0ico (78) (Figura 34).

" placas

| 2 2 5 — Quantidades, em ordem crescente, dos

aluminio, previamente cortada na dimensio 6x6 cm.

O método usado foi semelhante daqueles usados para os extratos do latex. Os
melhores resultados observado para o latex foi contra bactérias. Sendo assim, foram
escolhidas para este ensaio bioautografico as bactérias: Bacillus subtilis, gram (+)
CCT 0089; Rhodococcus equi, gram (+) - CCT 0541; Staphylococcus aureus, gram
(+) - CCT 4295 e Micrococcus luteus, gram (+) - CCT 2720; As placas nas
dimensdes 6x6 Cm foram usadas contendo 4 quantidades diferentes em pg, para
cada um dos compostos testados (Tabela 40). O padréo usado foi o cloranfenicol,

1uL de uma solugo 4% (40 pg).
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Tabela 40 Quantidade das substincias utilizadas no ensaio

bicautografico
N°DE QUANTIDADE (ug) DOS COMPOSTOS
ORDEM ANALISADOS
Compostol8 | Composto 18A | Composte 79 | Composto 78
2 6,3 5 6 5
3 12,5 10 12 10
4 25 20 24 20
5 37 40 40 40

O mesmo procedimento usado para o latex, pa lettura dos resultados, foi
aplicado para este teste. As placas foram pulverizadas com uma solugdo de MTT
(cloreto de metil-tiazoil-tetrazolium — 1mg/mL)*.

3.3-ISOLAMENTO DE FUNGOS A PARTIR DO CAULE £ FOLHAS LESIONADAS DE
HIBRIDOS DE CLUSIA.

As amostras escolhidas para ¢ isolamenio dos fungos, foram o caule de
Clusia lanceolata x C. nemorosa e folha de C. paralicola x C. fluminensis (Figura
6, pag. 36). As partes coletadas foram encammhadas a FundagBo Tropical de
Pesquisa e Tecnologia André Tosello para serem submetidas ao protocolo de
isolamento e caracterizagdo de microorganismos. O método usado foi o de
esterilizacdo de superficie. Na obtencio de explantes, das amostras coletadas,
levou-se em consideracdo a regifio de expansic do microorganismo, ou seja, a
interface da regido sadia com a lesionada.

Os explantes selecionados foram lavados imcialmente com agua estéril e, em
seguida, foram imersos em uma solugdio de hipocloritc de sodic 5% por
aproximadamente lhora. Apés esterilizag@io, ja que a solugdo de hipoclorito de
sodio, mesmo em baixa concentracio, poderia causar necrose no tecido vegetal, as
extremidades dos explantes foram removidas para facilitar o espalhamento ¢ o

crescimento de microorgamismos. Estes explantes foram inoculados em placas de
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petri (60mm de dismetro) contendo os meios padrdes para o crescimento de fungos.
As placas foram incubadas a uma temperatura de 28 °C por um periedo de 5 dias.
Os meio de cultura soélidos usados para induzir o crescimento de fungos
foram: “Malt Agar” - (MA-DIFCO), “Oat Meal” — (OA-DIFCO). Adicionou-se 20
mg de sulfato de estreptomicing nos meios MA e OA, para evitar o crescimento de

bacténias.
3.3.1- TESTE DE CAVMIPO COM OS FUNGOS ISOLADOS

Fste teste, bastante preliminar, foi realizado com o intuito de saber se algum
dos fungos ou uma combinago enire cles poderiam causar as lesbes encontradas
em hibridos. O teste consiste em mocular uma solugdio contaminada pelo fimgo ou
fungos, através de perfuragdes, preferencialmente nas folhas de hibridos sadios,
com o auxilio de agulhas esmereis. Os experimentos foram acompanhados més a

més, por um perfodo de seis meses.

3.3.2-TESTE DE DIFUSAO EM AGAR COM OS FUNGOS ISOLADOS.

A técnica modificada de disco de difusdo em agar, método bastante
empregado para medir a sensibilidade das bactérias diante dos antibioticos' ', foi
usada para avaliar a afividade dos fungos isolados de clisia, confra oS
microorganismos de referéncia usados nos testes bioautograficos do latex dos
frutos e ramos, item 1.3 | pg. 03.

Os fungos isolados foram repicados em meio (MA) e incubados por uma
semana a 28 °C. SuspensoOes 10° de células/mL para bactérias e de esporos para
fungos, dos MICTOOTEAMISINOS referéneia, foram trazidas da Fundagio Tropical de
Pesquisa ¢ Tecnologia André Tosello. Os meios de cultura especificos para cada

linhagem testada foram espathados em placa de Petri (60 mm de didmetro), com

194 Hen K.; Sammers, D. J. Diagndstico microbiolégico, Texto ¢ Attas Colorido, 2° od.. Editora Meédica
Panamericana, Sio Paulo. 1993,
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auxilio de um “swab” , em seguida retirou-se da placa contendo os fungos 1solados,
uma aliguota do meio sélido com o microorganismo em forma de um circulo com
aproximadamente O5mm de didmetro ¢ os transferiu para cada uma das placas
recém serpeadas com 0s microorganismos de referéncia. As placas semeadas com
bacterias . ..ug0s foram incubadas a 37 °C por 24horas e 28 °C por 5 dias,
respectivamente.

3.4-METODOLOGIA APLICADA AO LATEX PARA CARACTERIZACAO DE SEUS
CONSTITUINTES QUIMICOS.

Analise preliminar do latex por CCD, usando como eluente hexano/acetato
de etila (9:1), apresentaram comportamento semelbantes, revelando 3 faixas
distintas: polar, mtermediaria e apolar.

Uma aliquota de 100mg do exirato metandlico do ldtex foi submetida a
cromatografia em camada espessa preparativa (CCEP), usando-se como eluente,
hexano: acetato de etila (98:2). Todos os extratos brutos do latex das diferentes
espécies, inclusive dos hibnidos e seus parentais, tiveram comportamento
semelhantes, quando submetidos a CCDP, apresentando uma separacéio em 3
faixas principais, denominadas de apolar (Ry = 0.90-0.50), intermedidnia (R = 0.45-
0.35) e polar (Ry < 0.25). As duas primeiras, foram extraidas da silica com uma
mistura de diclorometano e acetato de etila, enguanto que para a polar usou-se uma
mistura de 3:1 dos solventes: acetaio de etila e metanol. As analises preliminares,
por CG/EM das faixas apolar ¢ intermediaria, revelaram que eram constituidas,
respectivamente por sesquiterpenos e triterpenos. Sendo assim, decidiu-se reuni-las,
passando-se a se chamar apenas de Faixa Apolar. A fragdio polar foi guardada em
freezer para analise posterior.

Desta forma, o estudo quimico do litex seguiu o seguinte roteiro: 1- Analise

da fracdo apolar; 2- Andlise da fraglo polar; 3- Analise do polissacarideo.

* A fzixa apolar compreende ao intervalo de fator de retenclo (RY) igual 2 $.90-6.35 ea polar de R < 6.25.
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3.4.1- ANALISE DA FRACAO APOLAR

A analise da faixa apolar foi realizada por CG/EM, cujos constituinies
quimicos foram identificados com base nos indices de vetengfio, comparag8o dos

espectros de massas obtidos com banco de dados Wiley/NBS (270.000 espectros) ¢

. 7
com os da literatura

3.4.1.1- ISOLAMENTO DAS MISTURAS DE TRITERPENOGS

100mg do latex das espécies C. paralicola, C.weddelliana, C.spiritu-
sanctensis, C. rosea, e C. lanceolata foram submetidos a CCEP. Anglise por CCD
com hexano/acetato de etila (9:1), mostrou uma fnvica mancha de forte intensidade
para faixa intermediaria. O resultado da CCD, junto com a analise de RMN de 'He
BC, sugeriram que esta fraglo ¢ constituida por triterpenos. A metodologia
empregada para caracterizar os {riterpenos que constituem a mistura, consiste na
obtengdo e analise dos espectros de RMN de P°C, auxiliado pela técnica DEPT 90 ¢
135° em conjunto com a2 CG/EM.

3.4.2- ANALISE DA FRACAQ POLAR

Foram analisadas as faixas polares dos latex provementes de uma espécie,
pertencente a cada segdo taxondmica do género: (segfo Cordylandra @ C
paralicola, segdo Chlamydoclusia: C. grandiflora; segdo Criuva: C. parviflora &
secdo Phloianthera: C. hilariana).

Uma aliquota de 20mg das fragdes polares extraidas a partir da CCEP no
item 6, pg. 12., foram metiladas com 1 mL de uma solugdo etérea de CH,N;. apos
1hora de reagio, o solvente foi evaporado e mais 1mi de CH,N, foi adicionado para
garantir completa metilagéo do exirato. Apés eliminar o excesso de CkHplNo, ©
solvente foi evaporado, adicionou-se mais DCM, secou com Na,SO, filtrou e

evaporou o solvente. As fragBes polares metiladas foram submetidas a analise por

143



CAPITULO V - Parte experimental

CG/EM e os compostos identificados de acordo com o procedimento descrito no

item 6.1, pg. 12.

RIDEO

3.4.3- ISOLAMENTO DO POLISSACA

O PS foi 1solado do latex dos frutos de Clusia de acordo com ¢ procedimento
descrite no item 3, pg.08. O polissacaridec precipitade em metanol fo1 filtrado,
dializado contra agua destilada e hofilizado. O método usado para caracterizacio
paiv... . S foi por meio da CG/EM em conjunto da RMN de e

As dosagens de agucares totais foram realizadas pelo método do fenol-acido
sulfirico’’, utilizando-se como padrio galactose na concentracio de 70ug/mL. As

dosagens de proteinas foram realizadas pelo método de Lowry e col”’

, utilizando-se
o reativo de Foln-Ciocalten e como padrio uma solugdo de soro-albumina
cristalina. Ambas dosagens foram feitas no Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Parand. Os espectros na regifio do [V foram obtidos em

pastilhas de KBr

3.4.3.1-ANALISE i HOMOGENEIDADE

Preparou-se uma sclugdo de 2.0 mg do PS em 1,0 mL de solugio de NaNG,
0,1 M ¢ outra de NaN; 200ppm dissolvidas em agua millQ, previamente filtradas
em membranas de acetato de celulose de 0,45 ¢ 0,22pum (MILLIPORE).

3.4.3.2- METANOLISE

A metandlise foi realizada por meio do procedimento de Ha e Thomas™. 1.5
mg das amostras de PS liofilizadas, bem como dos carboidratos ¢ das gomas
vegetais (4cidos poligalacturbnicos, goma guar, goma xantana) usadas como
padrbes, foram dissolvidas em uma solugfo previamente preparada de 4cido
metanodlico, adicionando-se 0,4 mL de cloreto de acetila a 14,0 mL de metanol

anidro. A soluclo for submetida a B0°C por 24 h. Em seguida, O solvente foi
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cemovido com fluxo de nitrogénio & 0.5 mbL do agente sililante (pindimna:
hexametildisilazano: trimetilclorosilano, 3:1:9 v/v/v) foi adicionado ac tesiduo €
aguecido a 80°C por Jh o excesso do agente sililante foi removido ¢ 1 mL de
hexano foi adicionado. Apds centrifugagdo, 1 pL do sobrenadante das amostras

foram analisados por CG/EM.

3.5.0BTENCAO DAS CERAS EPICUTICULARES

As espécies, cujas folhas foram anzlisadas, encontram-se relacionadas nas
Tabelas 32 e 33, item 1.2, pg. 03. Folhas adultas foram coletadas em arvores que
crescem ern condigbes naturais.

O solvente usado para extragdo das ceras foi cloroformio. O procedimento
para obtengdo dos extratos seguiu o seguinte roteiro:

1- As folhas coletadas foram lavadas, cuidadosamente, com dgua corrente.

5. As folhas limpas foram pesadas em triplicata e acondicionadas em becher,
com cloroférmio, tendo o cuidado de sempre colocar a base do peciolo

para cima evitando alguma contaminagao por latex.

3. As ceras foram extraidas de ambos os lados da folha, durante 30mn., em

banho de ultra-som.

A- Tndividualmente, os extratos foram evaporados © conservados em

“freezer” até a analise quimica.
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4 EXPERIMENTAL REFERENTE A PARTE I

41-CULTURA DE TECIDO DE ESPECIE NATIVA DE CLUSI4, FONTE E
PREPARACAO DOS EXPLANTES

O hibrido foi obtido afravés da polinizagiio artificial (M.CE. Amaral & V.
Bittrich) a partir de clusias cultivadas no Instituto Agronbmicas de Campinas e
mantidas em casa de vegetacdo do Departamento de Botinica da UNICAMP. Os

iuws foram preparados a partir das folhas mais apicais, ja expandidas de C.
puralicola x C. weddelliona, As folhas foram coletadas em julho de 1998. As
folhas coletadas foram micialmente lavadas com 4gua corrente e detergente. Em
seguida foram esterilizadas, inicialmente, por imerso, em uma solugdo 10% do
fungicida comercial “Benlate” por 40 min. seguida da esterilizagio propriamente
dita por meio de uma solugéo de hipoclorite de sédio (NaCIO) comercial 1,5% com
agua estéril, juntamente com uma gota de “Tween 207, por um periodo de 20
rmin.. Tanto ¢ pré-tratamento, quanto a esterilizacdo superficial foi realizada sob
agitagio constante.

As etapas de esterilizag8o para folhas jovens e as obtengdes de explantes para

serem inoculados em meio de cultura, sdo mostrados no esquema 8.
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Esquema 8 Etapas de esterilizaggo e obteng2o dos explantes

Plonta Cultivada 2rp Casa de Vegetagio

1-Coleta das

2-Esterifizacic
das folhas

3~ Obtenco
dos explantes

4. Inorulagho dos explantes
em meto de cultura

Lavagem com agua corrente ¢
detergenie

Exvisie dos bordos das folhas e corte do
fmbo em peguenos pedages {explantes)
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4.2-MEIO DE CULTURA

Neste trabalho, o meio de cultura usado foi baseado na composigdo salina
descrita por Murashige & Skoog''!. Os componentes orginicos (meso-1nositol,
sacarose, Agar ¢ pindoxma) € as conceniragfes dos oufros constifuinies se
hecearam também em Murashige & Skoog''®.

-ste meio de cultura (composigdo salina + composigdo orgdnica) foi padrio
nos expenimentos realizados neste trabalho ¢ passou a ser denominado de meio
Basico MS. O meio denominado de Definitive MS é o meio béasico MS
suplementado com os fitorreguladores. Na preparacdo destes meios, o Agar €
adicion 1o ap0s ser gjustado o valor do pH do meio, contendo todos os outros
constitu.aies, para 5,8 com solugbes de KOH ou HCI, sendo autoclavade em
seguida.

4.3- TESTE DE VIABILIDADE DOS EXPLANTES

O teste de viabilidade dos explantes fo1 realizado através do cultivo em meio
Basico MS. Os explantes obtidos no item 7.1, pg. 16, foram transferidos para tubos
com 3,0cm de didmetro e 8,0 cm de comprimento.(um explante em cada tubo)
contendo meio Basico MS. A incubagio foi por um periodo de 3-5 dias, no escuro a
temperatura ambiente. A avaliacdo dos explantes, apds o periodo de incubaco,
levou em consideragdo a contaminagdo por fungos ou bactérias, ou sua oxidacdo

para definir 2 viabilidade ou ndo do explante obtide.

4.4-PROTOCOLO PADRAQ PARA FORMACAQ DE CALO

O méiodo utilizado para estabelecer a melhor relagdo entre os efeitos dos

hormonios em meio de cultura definitivo foi o experimento de quadrado latino'

Este experimento € realizado em duas dimensdes, ou seja, os gradientes de

Wniurashige, T. & Skoog. 1962, Physiol. Plant. 15: 473-497.
Y12 Gomes, F.P. 1976, “Curso de estatistica experimental” Livraria nobel 8. A, Piracicaba-5F, pag. 106 -129.
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concentracdo sdc escolhidos para cada um dos fatores. Os fatores s8¢ os hormdnios
qvaliados e se referem aos eixos da abscissa (x) ¢ coordenada (y). Assim, cada
nivel do fator x é testado em combinagdo com todos 0s ouftros niveis do fator y.

Os explantes, considerados viaveis, foram testados no meio defimitivo,
suplementado pela combinagao de uma fonte de auxina e outra de citocinina.
Foram realizados § experimentos em duplicata (Tabela 41) com diferentes
interagdes dialélicas, enfre 08 fitorreguladores. Cada tratamento ¢ constituido por 5
explantes, utilizando frascos redondos com 10mL de meio, com um explante por

frasco.

Tabela 41 Combinagéo dialélica dos fitorreguladores 1o cultivo dos_explanies

Exp. Combinagbes dos Fitorreguladores Trat | Expl. | Més/Ano
N° Auxina — mg/L Citocinina —mg/L. | N° | I
01 AlA 0;5,10,25 BA 0,0.1; 1 iZ 5 Jul/1997
02 AJA 0:2.5;5,10 BA 0;01;%:5 12 5 Out/1997
03 2,4-D 0;01;1,1.5 KIN 0;0.1;1 12 5 Abi/1998
04 2,4-D 0.1,05,15,25 | KIN §;01;1 12 5 Jun/1598
0% ATA 0; 5; 25 KIN 9:0.1; ;8 12 5 Jul/1998
06 ATA 2.5, 5;10; 25 KIN 0;0.1;1 12 5 Ago/1998
07 2,4-D 2,5, 10; 25 BA 0:01;1 12 5 Mar/1999
08 2,4-D 1,255 BA 0;01;1;2 12 5 Mai/1999

Os experimentos foram feitos em duplicata, onde um dos experimentos, 0S
explantes moculados foram cultivados em presenga de luz branca florescente ¢ o outro
na auséncia de luz. O periodo de incubagdo para ambos os experimentos foi de 28
dias a temperatura ambiente com intervalos de 7 para avahagio.

Neste periodo, observou-se o percentual de contaminacdo, oxidagdo e se houve

ou ndo desdiferenciacio, ou seja, formagao do calo.

4.5- PROTOCOLO DE AVALIACAO DA INDUCAQO DE CALOS

Ao término da cultura primaria (cultivo dos explantes vidveis no meio

Definitivo MS) foram avaliados: o nivel de contaminagGes, explantes oxidados ¢ 0
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aspecto dos calos formados. Paraz avaliar o crescimento de calos, adotou-se o
critério do aurmnento de peso fresco, que € o valor do peso fresco do calo formado
dividido pelo peso do explante inicial Nesta avaliagdo, dos 5 explantes inoculados
em cada tratamento, aquele gue formou o calo mais volumoso. Estas avahagdes
foram realizadas apenas com o experimento de nimmero 05 por apresentar o melbor
resultado para obtengfio de calos. O valor do peso fresco dos calos e explantes apos
78 dias de cultivo, foi dividido pelo peso do explante inicialmente moculado,

utilizando-se como avaliacdo de crescimento o aumento de peso fresco dos tecidos.

4.6-OBTENCAQ DOS EXTRATOS DO CALO E MEIO DE CULTURA

Os extratos hexinico, metandlico do Calo e acetato de etila dos respectivos
meios de cultura foram obtidos a partir de diferentes idades, apés 28 dias € com 3
meses de crescimento, denominados respectivamente de Calo 1 e Calo 2.

Com o calo cultivado em 8 méses, O meio de culfura analisado fo1 o da
altima subcultura. Obtiveram-se 2,57 g e 12,40 g, peso fresco, de Calo 1 e Calo 2,
respectivamente, os quais foram secos & temperatura ambiente, fornecendo 0,25 ge
1,24 g respectivamente e submetidos a sucessivas extragdes com hexano, ¢ metanol
(trés vezes com intervalos de 24 horas) Esquema 8. A obtengfo dos extratos (Meio
1 e 2) a partir do meio de cultura dos Calos 1 e 2 foi através de particBo com
hexano ¢ acetato de etila (Esquema 9). Os extratos obtidos dos calos (Calo 1H,
Calo 2H e Calo 1M, Calo 2M) e dos meios de cultura dos Calos 1 ¢ 2 (Meio 1H,

Meic 2H, Meic 1A, Meio 2A), apés metilagdo com diazometano, foram
submetidos 2 analise por CG/EM .
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Esquema 9 Fluxograma da obtengfo dos extratos a partir dos calos de
Clusia Paralicola X Clusia Weddeliona

i-Hexanoc
2-Filira

3-Fwvanora

1- Metanol
2- Filtra

3. Evannra

Metilacio
{diazometa

Analise por
CG/EM

1-Metilagio (diazometano)
2-Filtracdo em Silica
3-Acetato de etila/ Metanol

Analise por
CG/EM
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Esquema 10 Fluxograma da obteng8o dos exfratos a partir dos meios de cultura
dos calos de Clusia paralicola X Clusia weddeliana

j 1- 100mL de Agua
| 2 -Hexano

|

| -Acetato de etila

-Metilacgo
{diazometano)

Analise por o
CG/EM —Metﬂagaa
(diazometano)

Anélise por
CG/EM

4.7-METODOLOGIA PARA IDENTIFICACAQ DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DO
CALQO E MEIO DE CULTURA

Os extratos obtidos a partir do calo e meio de cultura foram metilados, com
diazometano, de acordo com o procedimento descrito para fragdo polar do latex,
item 6.2, pg. 14. Os extratos metilados foram analisados por CG/EM ¢ os
compostos identificados, como realizado para fracdo apolar e polar metilada do

iatex dos fiutos.
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5. DADOS ESPECTROSCOPICOS DOS COMPOSTOS ISOLADOS DO LATEX DE
CLUSIA.

< 1.DADOS ESPECTROSCOPICOS DO COMPOSTO (78)

.M. = Cssﬁ.@é@;s

M.M. = 454

Nomenclatura: Acido olean~12-en-3-0x0-28-0ic0

o Propriedades Organolépticas: S¢lido branco inodoro

o IV: (Pastilha de KBr, vy, cm™): 3454-3300, 1687, 1637, 1222, 1265

o EMARM  Experimental = 4543445 ¢ M~ Calculado para CioHusOs =
454 3447

o0 EM: m/z (%): 69 (16%), 203 (36%), 248 (100%), 249 (5%)

-2 RMN'H (500 MHz, CDCl;) 8 (multiplicidade, integra¢do, constante de
acoplamento, atribuigdo): 0,82 (s, 3H, CH,; sobre C-8), 0,91 (s, 3H, Cil;
sobre C-20), 0,94 (s, 3H, CHj; sobre C-20), 1,04 (s, 3H, CH; sobre C-4), 1,06
(s, 3H, CH; sobre C-10), 1.09 (s, 3H, CH; sobre C-4), 1,15 (s, 3H, CH; scbre
C-14), 1,34 (m, 1H. H-5),1,49 (m, 2H, H-6), 1,58 (m, 2H, H-19}, 1,62 (m,
2H, H-11), 1,64 (M, 1H, H-9), 1,76 (m, 2H, H-22), 1,90 (m, 2H, H-1), 198,
(m, 2H, H-16), 2,47 (m, 2H, H-2), 2,84 (m,1H, H-18), 5,31 (s}, 1H, H-12).

o RMN BC (125,70 MHz, CDCly) &: 217.7 (C-3), 183.0 (C-28), 143.6 (C-13),
122.4 (CH-12), 55.3 (CH-5), 47.4 (C-4), 46.9 (CH-9), 46.6 (C-17), 458
(CHx-19), 41.8 (C-14), 41.1 (CE-18), 393 (C-8), 39.1 (CHz-1), 36.8 (C-10),
34.2 (CH;-2), 33.8 (CH,-21), 33.1 (CH3-29), 324 (CH,-22), 32.2 (CHx-7),
30.7 (C-20), 27.7 {CH,-15), 26.4 (CH;-23), 25.8 (CH3-27), 23.6 (CH3-30),
23.5 (CHy-16), 22.8 (CH,-11), 21.5 (CH;-24), 19.6 (CH,-6), 17.0 (CHs-26),
15.0 (CH5-25).
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5.2-DADOS ESPECTROSCOPICOS DO COMPOSTO (18)

F.M, = Ty

M.M. = 426

Nomenclatura: Acido  13-(3,4-dihidro-6-hidroxi-2,8-dimetil-2H-1-benzopiran-2-

[ IER o I

£l

11)-2,6,10-timetiltrideca (27, 6E, 10E) triendico

Propriedades Organolépticas: Oleo amarelado, de cheiro caracteristico
adocicado.

[alp®®: -2,8° (0,1dm, ¢ 6,13, CHCL)

UV, hmax: 298nm.

IV: (filme, Ve om™), 3540-3200, 1668.

EMAR: 42627745 (M), Calculado para C,-HseO5 42627701,

EM: m/z (%): 426 (M 100), 192 (19), 191 (8), 177 (40), 137 (11), 136 (93),
121 (13), 93 (21), 81 (12), 55 (20).

RMNH (500 MHz, CDCl3) & (multiplicidade, integracdo, constante de
acoplamento, atribuigdo): 1,26 (s, 3H, CH; sobre C-2), 1,58 (s, 6H, 2CH;
sobre C-10°a ¢ C-67a), 1,77 (m, 2H, H-3), 1,91 (s, 3H sobre C-27), 1,98 (t,
2H, J = 8,0 Hz, H-9%), 2,06 (t, 2H, J = 7,1 Hz, H-5"), 2,10 (m, 4H, H-12’ ¢
H-8"), 2,12 (s, 3H, CH; sobre C-8b), 2,62 (m, 2H. H-4"), 2,70 (td, 2H, J =
6,7¢€ 22 Hz, H4), 513 (tq, 2H, /= 7,1 e 1,2 Hz, H-11" ¢ H-7"), 6,07
(tg,1H, /=73 ¢ 1,5Hz, H-37), 6,35 (d, 1H, J=2,4 Hz , H-3), 6,49 (dI, 1H,
J=24Hz H-7).

RMN PC (125,70 MHz, CDCl;) 8: 172,7 (C-17), 147.7 (C-6), 1464 (CH-
37), 146,0 (C-8a), 135,0 (C-107), 134,1 (C-6"), 1274 (C-27), 126,0 (C-8),
125,0 (CH-117), 124,3 (CH-7), 121,3 (C-4a), 115,6 (CH-7), 112.,6 (CH-5),
75,3 (C-2), 39,6 (CH,-13%), 39,0 (CH»-9’e CH>-5"), 31,4 (CH,-3), 282
(CHp47), 26,6 (CH-87), 24,1 (CH;-2a), 22,5 (CHy-4), 22,2 (CH,-127), 20,5
(CHs-2), 16,1 (CH;-8b), 15,8 (CH3-67a), 15,9 (CH;-10’a).
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5,3-DADOS ESPECTROSCOPICOS DO COMPOSTO (184)

F.M. = CasHseUs

ML.M. 440

Nomenclatura:13-3 ,4ucﬁhiéro»éwh:iémxiwz,g-dimeiﬁ@ﬂ-“i “benzopiran-2-il}-

U SR ™ N R B R

2.6,10-trimetiltrideca (27, 6E, 10E) trienolato de metiia.

Propriedades Organolépticas: Oleo amarelado, de cheiro doce.

[ 2 : -3.4° (0,1dm, ¢. 2,53, CHCL)

UV, e 2980m.

IV (filme, Vomex om ), 3472, 1716, 1219

EM: m/z (%): 440 (M 90), 192 (20), 177 (73),175 (15), 137 (100), 121 (55),
93 (40), 81 (32}, 55 (32}

RMN'H (500 MHz, CDCls) & (multiplicidade, integragao, constante de
acoplamento, atribuigdo): 1,26 (s, 3H, CHs sobre C-2), 1,57 (s, 6H, 2CH;
sobre C-10%a e C-67), 1,77 (m, 2H, H-3), 1,88 (s, 3H sobre C-27), 1,96 (4,
OH., J = 8,0 Hz, H-97), 2,05 (1, 9H.J = 7,1 Hz, H-5"), 2,09 (m, 4H,H-127 ¢
H-8"), 2,12 (s, 3H, CHs sobre C-8b), 2,54 (m, 2H, H-4"), 269 (td, 2H, J =
6.7 ¢ 2,2 Hz, H-4), 3,60 (s, 3H, -OCH3), 5,12 (tg, 2H, J="T,1 ¢ 1,2 Hz, H-
117 e H-7°), 5,92 (tg, 1H,J= 7.3 ¢ 1,5 Hz, H-3"), 6,38 (d}, 1H, /= 2,4 Hz
 H-5),6,48(dL 1H,J= 24 Hz, H-7).

RMN C (125,70 MHz, CDCl3) & 168,6 (C-17), 1478 (C-6), 1464 (CH-
37), 146,0 (C-8a), 135.0 (C-107), 134,1 (C-67), 126.6 (C-27), 127,3 (C-8),
1243 (CH-117), 124,9 (CH-T’), 121,2 (C-4a), 115,6 (CH-T), 112,6 (CH-5),
753 (C-2), 51,2 (-OCHs), 39,6 (CH,-137), 39,1 (CH»-9"), 39,5 (CHy-57),
313 (CHy-3), 28,0 (CHy-4"), 26.5 (CH-8), 24,0 (CHs-2a), 22.1 (CHy-4),
22,4 (CH,-127), 20,6 (CHs-27a), 16,1 (CH;-8b), 15,8 (CH;-67a), 15,9 (CHs-
10°a).
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5.4-DADOS ESPECTROSCOPICOS DO COMPOSTO (79)

F.M., = (jggH@ng

M.M. =454

Nomenclatura:13-(6-ludroxi-2,7 8-trimetil-2H-1-benzopiran-2-il} 2-6,10-

o oo o oa @goO

trimetiltndeca~(27 6E 10E)-trienclatoc  de  metila. (Cis-p-
focotrienolato de metila).

Propriedades Organolépticas: Oleo amarelado, de cheiro doce.

lajp?®: -6,5° (0,1dm, ¢. 0,09, CHCL)

UV, hmax: 298nm.

IV: (filme, Ve e, 3451, 1716, 1224

EMAR: 454,30840 (M"). Calculado para CooH04: 454,30831.

EM: m/z (%): 454 (M 63), 191 (25), 189 (18), 151 (100), 121 (27), 93 (20),
81 (12), 55 (22).

RMN'H (500 MHz, CDCls) 8 (multiplicidade, integracdio, constante de
acoplamento, atribuig@o): 1,26 (s, 3H, CH; sobre C-2), 1,57 (s, 3H, CH;
sobre C-67), 1,59 (s, 3H, CH; sobre C-107), 1,88 (m, 3H, CH; sobre C-27),
1,97 (tl, 2H, J = 7,6 Hz, H-9°), 2,03-209 (m, 6H, H-12°, H-8, H-5"), 2,11
(s, 3H, CH; sobre C-8), 2,13 (s, 3H, CH; sobre C-7), 2,54 (m, 2H, H-4"),
2,68 (dd, 2H, J= 11,6 ¢ 6,4 Hz, H-4), 3,73 (s, 3H, -OCHa), 5,12 (m, 2H, H-
3’ e H-7),5,93 (tq, 1H, /=72 e 1,2 Hz, H-3"), 6,37 (s, 1H, H-5).

RMN “C (125,70 MHz, CDCLs) 8: 168,5 (C-17), 146,3 (C-6), 145,7 (CH-
3%), 143,7 (C-8a), 135,0 (C-10°), 134,2 (C-67), 125.8 (C-2"), 126,83 (C-8),
124,4 (CH-11°), 124,9 (CH-7"), 118,2 (C-4a), 121,6 (CH-7), 112,1 (CH-5),
75,2 (C-2), 51,2 (-OCH3), 39,7 (CH;-13%), 39,6 (CH>-9), 39,1 (CH,-5"),
31,4 (CHy-3), 28,0 (CHy-4"), 26,6 (CH,-8"), 24,0 (CHs-2a), 22,3 (CH,-4),
22,2 (CH,-127), 20,6 (CHs-2’a), 11,9 (CH5-8b), 15,9 (CH;-6°2), 15,8 (CHs-
107a).
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5 5.DADOS ESPECTROSCOPICOS DO COMPOSTO (80)

EM. = ngﬁss@s i
| MM 454 |

Nomenclatura: I3-(2,6-dimetﬁ-5,8~diox0-3,4,5,S—EetraidramEHwZ-cmmenﬂ};’Z,6,}@-
trimetiltrideca~(2Z 6E,10E )-trienolato de metila.

Propriedades Organeolépticas: Oleo amarelado, de cheiro doce.

falp 1 -117,5° (0,1dm, . 0,12, CHCl3)

UV, Ama 326nm.

1V: (filme, Ve om ), 3385, 1715, 1242.

EMAR: 456,28161 (M"). Calculado para CasHsOs: 456,28153 .

EM: m/z (%) 456 (M 37), 425 (2%), 193 (37), 189 (18), 153 (48), 121

(100).

o RMN'H (500 MHz, CDCly) 8§ (multiplicidade, mtegragdo, constante de
acoplamento, atribuigdo): 132 (s, 3H, CHs sobre C-2), 1,60 (s, 3H, CHs
sobre C-107), 1,61 (s, 3H, CH; sobre C-67), 1,80 (m, 2H, H-3), 1,88 (m, 3H,
CH, sobre C-27), 1,98 — 2,06 (m, 8H, H-12°, -5, H-8°, H-5"), 2,10 (s, 3H,
CH, sobre C-6), 2,32 {(m, 2H, H-4), 2,56 (m, 2H, H-4%), 3,72 (s, 34, -
OCHs), 5,11 (m, 2H, H-11" e H-7"), 5,85 (iq, 1H, J = 7.2 e 1,2 Hz, H-3"),
6,16 (s, 1H, H-6).

o RMN C (125,70 MHz, CDCL) 8 180,7 (C-8), 177,9 (C-5), 168,5 (C-1’a), 162,1 (C-

8a), 150,3 (C-7), 1433 (CH-11), 136,0 (C-107), 1344 (C-67), 126,7 (C-27), 126,6 (CH-

6), 124,6 (CH-11"), 123,1 (CH-T’), 112,2 (C-42), 81,1 (C-2), 51,2 (-OCHz), 39,6 (CH;-

9%}, 39,6 (CH,-5), 39,1 (CH;-13"), 29,6 (CH,-3), 28,0 (CHz-4"), 26,5 (CHx-8'), 23,8

(CHa-23), 22,0 (CH,-127), 20,6 (CH2-27a), 17,9 (CH-Ta), 16,0 (CHs-6'2), 15,9 (CHa-
10°8), 15,6 (CH,-4).

[ S = S S N R ¥
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e Correlacio dos sinais de RMN de °C das misturas triterpénicas
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MHz) BSQUC - CDUL ao composto {79}
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“orrelagdo dos sinais de RMN de’C das misturas triterpénicas

TABELA 20 Deslocamentos quimicos (8)* e comparagao com dados da literatura dos
componentes da mistura triterpénica do latex dos frutos de C. paraiicola.

=7 Ll 0 Len I O™ IV Lave vV Litve
37,2 37,1 37,1 371 35,2 354 351 353 38,6 38,5
2786 27,6 27.9 27.6 27.9 278 26,9 27,7 27,2 27.0
79,2 78,8 79,0 79,0 79,0 78,5 79.0 78,7 79,2 782
38,9 38,8 38,2 288 369 373 388 385 389 387
50,6 30,5 50,9 50,5 50,9 51,1 50,9 51,0 552 551
239 24,1 23.5 239 185 ig 1 i8.4 189 184 18,3
117.8 117,3 1178 117.3 2872 28,0 27,6 27.9 326 32.6
1459 1453 14573 1453 1340 1341 134 0 1341 388 39,7
48 9 48,8 489 485 133,5 133,6 1355 1333 476 A7 6
10 3479 348 364 35,8 39,8 39.0 36,9 37,2 36,9 37.0
11 276 27,6 27,2 27,2 21,5 216 21,3 21,5 23,3 234
12 338 33,9 340 34,0 282 28,1 2872 28,1 121,7 1247
13 43,5 433 441 434 441 447 441 44 1 1452 1450
14 54,1 50,9 51,3 51,0 50,0 50,1 50,0 50,0 41,7 417
15 337 33,9 34,0 338 30,8 31,0 30,9 30,9 28,2 28.3
16 276 27,6 28,5 281 297 298 297 298 261 26,2
17 53,2 52,8 52.9 528 496 49 8 49 6 48 6 32,5 32,5
18 131 13,1 13,1 i3.1 15,6 15,7 15,5 15,6 4772 472
19 18,3 18,0 18,1 18,1 20,1 20,2 20.1 20,1 46,8 46 8
20 36,0 36,0 359 36,1 354 357 35,8 353 31,1 311
21 18,1 18,0 18,1 18,1 18,7 191 18,6 18,9 347 348
22 36,2 36,0 36,3 36,1 36,0 36,1 36,2 35,9 37,1 37.2
23 25,0 245 254 25,0 23,5 23,6 24,7 247 28,1 28,1
24 3806 39.3 125,1 1247 3806 39,5 1252 1253 15,5 15,5
25 27,7 27,6 1309 130,3 282 28.0 130,6 130.5 15,6 15,5
26 22,1 22,5 257 256 23,7 22.8 i7.6 17,6 16,8 16,8
27 22,1 22,5 17,7 176 237 22.8 25,9 25,5 259 26,0
28 21,9 21,5 AR 21,8 24 4 245 245 24,5 273 273
20 2773 27,6 273 27,6 28,0 28,0 28,1 28,1 333 332
30 147 14,6 147 14,3 15,4 15,5 15,5 15,6 23,7 23,6
* Ag amostras foram dissolvidas em CDCl;. Tetrametilsilano foi usado como Eadrﬁo interno (8¢ 0). *polonsky, J.;

‘aron, Z. and Rabanal, R. M. 1977. Israe! Journal of Chemistry. 16, 16-19. “Knight, S.A..1974. Organic Magnefic
Resonance. 6, 603-611. 83Tori, K. Seo. S. And Tomita, Y. 1975. Tetrahedror letters. 1, 7-10.
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Correlagéo dos sinais de RMN de”’C das misturas friterpénicas

TABELA 21 DDeslocamentos quimicos (8)* e comparacio com dados da literatura dos
componentes da mistura de triterpenocs do latex dos frutos de C. weddelliana.

C i Lit.1™ i LitJ1° Il Lit.JII*
1 35.4 354 352 353 385 38.5
7 27.7 27.% 27,7 27,7 26.9 27.0
3 79,0 78,9 79,0 78,7 79,0 78,9
4 37.3 37,3 38,8 38,9 38,7 38,7
5 50,9 51,1 50,9 51,0 552 551
6 18,9 19,1 18,4 18,9 18.4 18,3
7 27,9 28.0 27.2 27,9 32.6 32,6
8 134,0 1341 1340 1341 39.8 39,7
9 133,5 133,6 133,5 1335 47,6 47,6
10 38,9 39.0 36,9 372 36,9 37,0
11 21,6 21,6 21,5 21,5 23.5 23,4
12 282 28.1 28.2 28,1 121,7 121,7
13 441 442 441 441 1452 1450
14 50,1 50,1 50,4 50,0 41,7 41,7
15 30,9 31,0 30,8 30,9 282 283
16 29,8 79,8 297 29 8 262 26,2
17 49,6 498 49,6 49,6 32,5 32.5
18 15,6 15,7 15.6 15,6 4772 472
19 20,1 20,2 20,1 20,1 46,8 46 8
20 35,9 35,7 35,9 353 31,1 31,1
21 18,9 19.1 18,7 18,9 34,7 348
22 35,8 36,1 35,8 359 37,2 37,2
73 23.5 23,9 247 247 28.1 28,1
24 38.6 39,5 1252 125,3 15,4 15,5
25 28 4 28,0 130,9 130,5 15,4 15,5
26 23.7 22.8 17,7 17.6 16,8 16,8
27 23,7 22.8 25.8 255 26,0 26,0
28 24 4 245 24.5 24 5 27.6 27.3
29 28,1 28,0 28,0 28.1 33,3 33,2
30 15,4 15,5 15,5 15,6 237 23.6

* A5 amostras foram dissotvidas em CDClL,. Tetrametilsilano foi usado como padrio interno (8¢ 0). **Knight.
S.A 1974, Organic Magnetic Resonance. 6, 603-611. ¥3Seo, S.; Tomita, Y and Tori, K.. 1975, Tefrahedron

fetters. 1, 7-10.
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Correlacdo dos sinais de RMN de’*C das misturas trilerpénicas

TABELA 22 Deslocamentos quimicos (8)* e comparagao com dados da lteratura dos

componentes da mistura de triterpenos do latex dos frutos de . fluminensis.

C I Lt T Len® | m Lt IV LitLive
1 355 358 353 357 353 354 353 35.3
2 280 279 280 279 217 27,8 27,7 27,7
3 79.1 79.0 791 790 791 78,9 79,1 78,7
4 390 390 390 390 373 37.3 35.0 38,9
5 50,2 50,5 50,2 50,5 51,0 51,1 51,0 51.0
& 19,0 19,2 19.0 19,2 19,0 19.1 19.0 18.9
7 2872 283 282 283 28.0 2% 0 22.0 279
s 1343 1344 1343 1344 1343 1341 1341 1341
g 1343 1334 1343 1344 13338 1336 1338 1335
10 37,3 372 373 37,1 39.0 39.0 37.7 372
11 21,6 211 216 21,1 21,6 21,6 21,6 21,5
12 277 267 277 266 282 28.1 28.0 28,1
13 442 446 442 446 442 442 4472 441

50.0 499 490 494 50 50,1 50,0 50,0
31,0 312 31,0 3.1 3L0 31,0 308 30,9
30,8 310 308 309 298 298 298 29.8
50,7 507 50,7 50,7 497 498 497 49,6
15,6 159 156 158 156 15,7 15,6 15,6
18,7 183 187 183 202 20,2 202 20,1
364 365 365 366 360 357 355 35,3
18,9 188 189 188 189 19,1 18,9 18,5
365 365 365 363 355 36,1 355 35,9
250 242 250 250 243 239 248 24,7
302 396 1255 1253 392 395 1255 1253
281 281 13L1 1308 28] 28,0  131,1 1305
21 226 177 116 221 22,8 17,7 17,6
221 228 258 257 221 28 258 25.5
044 243 244 243 245 245 245 245
281 281 281 281 281 280 281 28,1
20 155 154 153 154 156 15,5 15,6 15,6

* A5 amostras foram dissolvidas em CDCls. Tetrametiisilano foi usado como padrio interno (S 0). K might,
3.4..1974. Orgonic Magnetic Resonance. 6, 603-611.
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Correlagéo dos sinais de RMN de™”C das misturas triferpénicas

TABELA 23 Deslocamentos quimicos (8)* e comparagio com dados da literaturz dos

componentes da mistura de triterpenos do latex dos frutos de C. spirictus-sanciensis.

C I Lit, IV 1] Lt g
1 35,4 35,7 35,2 353
2 27,9 27.9 27.7 277
3 79,0 79.0 78,7 78.7
4 38,9 39,0 38,9 38.9
5 50,1 50.5 51,0 51,0
6 18.9 192 18,9 18,9
7 28,2 283 27,9 27,9
8 134,0 1344 134,0 134.1
9 134,0 134.4 133,5 133,5
10 373 37,1 37,2 37.2
11 21,5 21,1 21,5 21,5
12 27,7 26.6 28,1 28 1
13 441 446 441 441
14 50,0 494 50,0 50,0
15 30,9 31,1 30,9 30,9
16 30,8 30.9 298 29.8
17 496 50,7 496 496
18 15,6 15,8 15,6 15,6
19 18,7 18,3 20,1 20,1
20 36,3 36,6 35,3 35.3
71 18,9 18,8 18,9 18,9
22 36,4 36,3 35,9 35,9
23 24.9 25,0 24,7 2477
24 1252 1253 125,3 125.3
25 130,9 130,8 130,5 130,5
26 17,7 17,6 17,6 17.6
27 25,8 25.7 257 255
28 244 243 24.5 245
79 28.0 28.1 28.1 28.1
30 15,6 15,4 15,6 15,6

% As amostras foram dissolvidas em CDCl;. Tetrametilsilano foi usado como padrao interno (3¢ 0). EK night,

§.A. 1974, Organic Magnetic Resonance. 6, 603-611.
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Correlacdo dos sinais de RMN 2’ das misturas friterpnicas

TABELA 24 Deslocamentos quimicos {8)* € comparagio com dados da hteratura dos
componentes da Tnistura de triterpenos do latex dos frutos de C. rosea.

C [ Litl i Lit. 1™ it Lt
! 37,2 37,1 37,1 37,1 38,6 38,3
2 27,7 27,6 27,6 27,6 26,9 27,0
3 79,3 78,8 79,0 79,0 79,0 78,9
4 39,0 38,8 38,8 38,8 38,8 38,7
5 50,6 50,5 50,5 50,5 552 55,1
6 23,9 24,1 235 23,9 18,1 18,3
7 1173 117,3 117,3 1173 32,6 32,6
g 1459 1453 1452 145,3 39,8 39,7
9 489 488 48,9 43,9 476 47,6
10 34,9 34,83 35,8 35,8 36,9 37,0
11 26,9 27,6 27,2 27.2 23,5 23 4
12 33,8 33,9 34,0 34,0 121,7 1217
13 43,5 433 435 43,4 145,9 145,0
14 51,2 50,9 51,2 51,0 41,7 41,7
15 33,8 33,9 34,0 33,8 28,2 28,3
6 27,7 27,6 78,2 28,1 26.2 26,2
17 52,9 52,8 52.9 52,8 32,5 32,5
18 13,1 13,1 13,1 13,1 472 472
19 18,3 18,0 18,1 18,1 46,8 46,8
20 36,0 36,0 36,0 36,1 31,1 31,1
21 18,3 18,0 18,2 18,1 34,7 34,8
22 36,0 36,0 36,0 36,1 37,2 37,2
23 25,0 249 25.0 25,0 28,1 28,1
24 38,6 39,3 125,2 1247 15,6 15,5
25 28,2 27,6 130,9 130,3 15,5 15,5
26 22.3 22.5 25.7 25,6 16,8 16,8
27 22.3 22,5 17,6 17,6 26,0 26,0
28 21,9 21,5 21,9 21,8 27.3 27,3
29 27,6 27,6 27,6 27.6 33,3 33,2
30 14,7 14,6 14,7 14,3 23,7 23.6

* A5 amostras foram dissolvidas em CDCl,, Tetrametilsilano foi usado como padrdo interne (3¢ 0). S4polonsky,
3.. Varon, Z. and Rabanal, R. M. 1577, S5, K., Seo, S. And Tomita, Y., 1975, Tetrahedron lefiers. 1,7-10.
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Correlacdo dos sinais de RMN de’>C das misturas triterpénicas
¢ 5

TABELA 25 Deslocamentos quimicos (§)* e comparagio com dados da lteratura dos
componentes da mistura de triterpenos do latex dos frutos de C. larnceolata.

C 1 Litl™ il Lie. 1™ i Lit. T
1 37,4 371 37.3 371 388 185
2 27,4 27.6 27,9 27.6 27.2 27,0
3 79.5 78,8 79,3 79,0 79.3 78,9
4 39,0 388 392 38.8 392 38,7
3 50,8 50,5 49,1 50,5 55.4 55,1
6 2472 241 238 23.9 18,6 18,3
7 118,0 1173 118,0 117.3 32.9 32,6
8 1461 1453 146.1 1453 40,0 39,7
g 49,1 438 479 489 47,5 476
10 352 34,8 352 358 372 37.0
11 27.4 27.6 272 27,2 23,8 23 4
12 34.0 33.9 34.0 34.0 121.9 121,7
13 43.8 433 438 43 .4 145,1 145.0
14 515 50,9 515 51,0 41,9 417
15 34,0 33.9 340 33,8 28,7 28,3
16 27.2 27.6 28,7 28,1 26.4 26,2
17 535 52.3 53.5 52,8 32,7 32,5
18 13,3 13,1 13,3 13,1 475 4772
19 18,7 18,0 18,8 181 471 46.%
20 36,0 36,0 36,1 36,1 31.3 31,1
21 18,7 18,0 18.8 18,1 34,9 34.3
22 35,4 36,0 35,4 36,1 37.3 37.2
23 242 24,9 2472 250 283 28 1
24 388 393 125.3 1247 15,8 155
25 27.6 27,6 1312 130,3 15,8 15.5
26 22,3 22,5 25.6 25.6 17.0 16,8
27 223 22,5 17,0 17,6 259 26,0
28 218 215 21,8 21.8 28,6 273
28 262 27,6 27.8 27.6 33,6 33.2
30 14,9 14,6 14,9 14.3 239 236

*As amostras foram dissolvidas em CDCl,. Tetrametilsilano foi usado como padrdo interno (8¢ 0). “*Polonsky,
¥.; Varon, Z, and Rabanal, R. M. 1977. ®Tori, K, Seo, S. And Tomita, Y.. 1975. Tetrahkedron letters. 1, 7-10.
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