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RESUMO

CONTRIBUICOES A QUIMICA DAS RECOMPENSAS FLORAIS DE
GUTTIFERAE (CLUSIA) E ORCHIDACEAE (MAXILLARIINAE).

Fste trabalho teve como objetivo elucidar algumas interagOes ecologicas de
espécies de Orchidaceae e Guttiferae. No primeiro capitulo, € descrita a
determinagiio da composigo quimica das fragrincias florais de cinco espécies de
orquideas pertencenies ac complexo Maxillaria madida (M. juergensii, M. madida,
M. vernicosa, M. ferdinandiana € M. pachyphylla), atraves da técnica de headspace
dindmico e analise por CG/EM. Monoterpendides ¢ sesquiterpendides ndo
oxigenados sdo ©os principais compostos volatels emitidos e provavelmente
responsaveis pela atragdo dos insetos polinizadores. No segundo capitulo, demos
continuidade ao estudo da composigdo quimica do latex dos frutos de C. grandiflora
iniciado por Cléudio A. G. da Cémara. Este estudo resultou no isolamento de 3
compostos, sendo 2 inéditos e derivados do acido cis-8-tocotriendlico. Estes
compostos quando submetidos ao teste em CCD com B-caroteno, apresentaram
propriedades antioxidantes. No fltimo capitulo deste trabatho, ¢ apresentada a
analise da composi¢io quimica das resinas florais do hibrido interespecifico de C.
weddelliana X paralicola, comparada com a das resinas florais de seus parentais.
Observou-se que todos os compostos isolados também estdo presentes nas espécies
genitoras, variando apenas suas abundéncias. Finalmente, foi avaliada a atividade
antineoplésica das resinas florais de C. grandiflora, C. hilariana, C. renggerioides,
C. fluminensis, C. spiritu-sanctensis, C. lanceolata, C. nemorcsa hermafrodita ¢ C.
paralicola, em § diferentes linhagens de cétulas. Os resultados revelaram que 08
metabélitos secundérios (benzofenonas poliisopreniiadas) presentes nestas espécies
sio eficientes agentes antitumorais € © mecanismo de acdo destes compostos

envolve a inibicdo de topoisomerases.



ABSTRACT

THE CHEMICAL CONTRIBUTION TO FLORAL REWARDS OF
GUTTIFERAE (CLUSIAy AND ORCHIDACEAE (MAXILLARIINAE).

The aim of this research was the elucidation of ecological interactions in
Orchidaceae and Guitiferae species. The first chapter describes the floral fragrance
chemical compositions of five orchid species belonging to the Maxillaria madida
group (M. juergensii, M. madida, M. vernicosa, M. ferdinandiana and M.
pachyphylla) obtained by applying dynamic headspace sampling technique and
GC/MS analysis. Monoterpenoids and sesquiterpenoids without oxygen in iis
structure are the main emitted volatile compounds and probably responsible for the
pollinator attractions. In the second chapter the investigation of Clusia grandiflora
fruit latex chemical composition initiated some years ago by Dr Claudio A. G. da
Camara was concluded with the isolation of novel compounds derived from
tocotrienolic acid. Two of which (methyl-(2Z,6E,10E)-13-(6-hydroxy-2, 7, 8-
trimethyl-3, 4-dihydro-2H-2-chromenyl)-2, 6, 10-trimethyl-2, 6, 10-tridecatrienoate
and methyl-(2Z,6E,10E)-13-(6-formyl-5-hydroxy-2,8-dimethyl -3, 4-dihydro-ZH-2-
chromenyl)- 2, 6, 10-trimethyl-2, 6, 10-tridecatriencate) are novel secondary
metabolites which have antioxidant properties revealed by B-carotene TLC test.
Evaluation of the interspecific hybrid of Clusia weddelliana x paralicola floral resin
and revealed that the chemical constituents in the parents and hybrid species were
identical with different relative abundances. Finally, we have evaluated the
anticancer activity of the floral resins of C. grandiflora, C. hilariana, C.
renggerioides, C. fluminensis, C. spiritu-sanctensis, C. lanceolata, C. nemorosa
hermafrodita and C. paralicola in eigth cell lines. The results showed that the
secondary metabolites (polyisoprenylated benzophenones) were efficient antitumor

agents by topoisomerase inhibition.
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INTRODUCAOQ

1. INTRODUCAO

1.1 COMUNICACAO QUIMICA

Todos os seres vivos mantém profundas interagfes com o meio em que
vivem assegurando-lhes oportunidades de sobrevivéncia (através da
disponibilidade de alimentos e defesa contra predadores). Ao longo da
evolucdo, os animais, principalmente os insetos, desenvolveram diferentes
tipos de comunicacdio quimica, que € utilizada para transferéncia de
informac®es entre individuos da mesma espécie ou entre espécies diferentes.

As substincias quimicas usadas na comunicacio em geral séo
denominadas semioquimicos’ (do grego: semio = sinal) o que significa sinais
quimicos’ Os semioquimicos, que sdo utilizados na comunicagdo
interespecifica sio definidos de aleloquimicos e, os intraespecificos, de
feromonios (Figura 1).

Os feromonios (do grego pherein = transferéncia e horman = excitar) séo
substincias quimicas que modificam o comportamento ou fisiologia de
individuos da mesma espécie. Sdo classificados como feromdnios sexuais
(provocam atragdo entre macho e fémea), de defesa e de alarme {produzem
estado de defesa ou alerta pela aproximacdo de algum predador natural), de
agregacio, de trilha e de oviposi¢fo (demarcam, respectivamente, o caminho

até uma fonte de alimento e o local onde os ovos foram depositados)™. Eles

! 0 termo infoquimicos proposto por Dicke e Sabelis (1988) também ¢ aceito. Ele leva em
consideracado o carater benéfico ou prejudicial na interacao entre 0s individuos, o que ndo era
considerado na definicdo de semioquimicos.

2 Mori, K. Eur. J. Org. Chem. 1998, 8, 1479-1489.

3 Cardé, R.T.: Bell, W.J. Chemical Ecology of insects 1998, Chapman and Hall, NY.



INTRODUCAO

apresentam estruturas que v@o desde dlcoois e hidrocarbonetos simples, até
compostos polifuncionais mais complexos.

Os aleloquimicos sfo substéncias quimicas que mediam interacdes entre
individuos pertencentes a espécies distintas. Sdo subdivididos em aloménios,
que sdo compostos quimicos emitidos por uma espécie e que modificam o
comportamento de outras espécies, em beneficio da espécie emissora;
cairomonios, que sdo compostos quimicos emitidos por uma espécie que
modificam o comportamento de individuos de outras espécies, com o
beneficio da espécie receptora; e sinoménios, que sio compostos quimicos
emitidos por uma espécie que modificam o comportamento de outras espécies,

com o beneficio tanto da espécie receptora como da emissora”.

SEMIOQUIMICOS
FEROMONIOS ALELOQUIMICOS
Sexual / \
Agregacdo Cairoménios  Alomodnios  Sinoménios
Alarme
Trilha
Oviposigéo

Figura 1: Classificagio das substéncias mediadoras de interagdes entre os organismos.

4 Vilela, E.F.; Della Lucia, T.M.C. Feroménios de insetos 19887, imprensa Universitaria UFV, MG.
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INTRODUCAQO

A partir do interesse de se compreender o comportamento ¢ as relaches
entre os seres vivos surgiu a Bcologia Quimica, uma érea de pesquisa que
envolve quimicos, bidlogos, agrénomos e pesquisadores afins, com ©
propésito de desvendar os mecanismos de comunicagio entre oS organismos

vivos.

1.2 POLINIZACAO

Dentre as interacdes ecoldgicas mediadas por semioquimicos, 2
polinizagio ¢ uma das mais importantes nas Angiospermas (plantas floriferas).
Nesta interacdo, os polinizadores, geralmente péssaros, morcegos € insetos
(especialmente abelhas, borboletas, vespas e moscas), transferem o pélen de
uma flor para outra, possibilitando a planta seu processo de reproducio. Em
geral, esta associagdo baseia-se no mutualismo, ou seja, ambos individuos
envolvidos sdo beneficiados.

A comunicacdo quimica das Angiospermas com Seus polinizadores
inicia-se com um visual atrativo e/ou com a liberagdo de compostos volateis
da flor. A fragrancia floral apresenta uma composi¢@o quimica muito variada
incluindo diversas classes de compostos como monoterpenos, sesquiterpenos,
compostos arométicos, compostos nitrogenados ¢ derivados de &cidos graxos,
cuja distribui¢@o nas fragrancias’ varia quali e quantitativamente. Essa
variagio na composi¢do das fragrancias florais tem como objetivo a atragio de
um polinizador especifico.

A fragrincia floral também pode ser um sinal de recompensa para o

polinizador como fonte alimentar, ou ainda, pode apenas mimetizar sinais de

5 Keams, C.A; inouye, D.W. Tecnigues for pollination biclogists 1995, Colorado: University Prass.



INTRODUCAQ

recompensa, ou copiar estruturas de feroménio de insetos, de modo que a
polinizagdo ocorra por engano dos visitantes.

As recompensas florais oferecidas pelas flores podem ser: néctar, pélen,
ceras, resinas e 6leos®.

O néctar € constituido basicamente de dgua e aclicares misturados com
oulros compostos como aminoacidos, lipideos, agentes antioxidantes, fons
minerais e constituintes secundérios das plantas’.

O polen € uma fonte de alimento importante para os visitantes florais,
principalmente para abelhas e besouros, pois é rico em nutrientes, contendo
em geral entre 16 e 30% de proteinas, 1 e 7% de amido, 0 e 15% de agicares
livres, 3 e 10% de gorduras, além de vérias vitaminas e sais Inorganicos como
componentes minoritarios. Essas diferencas na composiciio quimica sio
geralmente espécie-especificas’.

Os oleos florais oferecidos aos polinizadores sio éleos fragrantes e
6lecs comestiveis. Oleos fragrantes sdo coletados exclusivamente por machos
de abelhas Euglossini que usam esses éleos no processo de acasalamento. Os
6leos comestiveis sdo excretados por glandulas especializadas da flor e sdo
constituidos, predominantemente, de monoacilglicerdis, diacilglicerdis ou
acidos graxos livres, saturados, B-substituidos, de cadeias longas®.

As resinas e as ceras florais s3o recompensas utilizadas como principal
matéria-prima na construgfo ¢ impermeabilizagio de ninhos por abelhas. As

ceras sHo constituidas basicamente de ftriterpenos’ e as resinas de

6Raguse R.A; Pelimyr, O. OIKOS, 1998, 81, 238-254.

Harbone J.B. Introduction to Ecological Biochemistry 1992, London Academic Press.

® a) Reis, M.G; Faria, A.D.; Amaral, M.C.E.; Bittrich, V.; Marsaioli, A.J. J. Braz. Chem. Soc. 2600,
11, 600-608; b} Reis, M.G; Faria, A.D.; Amarai, M.C.E.; Marsaioli, A.J. Tetrahedron Lett 2003, 44,
8519-8523.
® Flach, A.; Dondon, R.C; Singer, R.B.; Koehler, S.; Amaral, M.C.E.; Marsaicli, A.J. J. Chem. Ecol.
2004, 30, 1039-1050.
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INTRODUCAGC

henzofenonas poliisopreniladas, xantonas, lactonas, acidos fendlicos e
flavonoides.

Como foi apresentado as recompensas ¢ aromas florais sdo
fundamentais no processo de polinizagdo e, por 180, desempenham um papel
importante tanto na especiacio (evolucdo de especies novas) como na
manutenco de espécies préximas, que 0COTTEM No Mesmo habitat.

Dentro deste contexto espécies pertencentes a Orchidaceae © Guttiferae,
duas familias de Angiospermas, foram alvo de estudo neste trabalho.

A familia Orchidaceae constitui uma das maiores familias de plantas
floriferas e é a maior entre as monocotileddneas, com cerca de 700 géneros ¢
19.500 espécies, sendo a America Tropical a regifio de maior ocorréncia €
biodiversidade. A subtribo Maxillariinae, pertencente 3 tribo Maxillarieae,
engloba a maioria das orquideas neotropicais € compreende,
aproximadamente, 472 eSpéCieSm. Esta subtribo esta, atualmente, dividida em
oito géneros: Anthosiphon Schltr. (1 sp.), Chrysocycnis Linden e Rchb. (3
spp.), Cryptocentrum Benth. (19 spp.), Cyrtidorchis Rausch. (4 spp.),
Maxillaria Ruiz e Pavon (420 spp.), Mormolyca Fenzl (7 spp.), Pityphyllum
Schitr. (4 spp.) e Trigonidium Lindl. (14 spp.). O género Maxillaria constitul 0
mails diverso da tribo Maxillarieae, sendo o quinto mais numercso entre as
orquideas neotropicais. Atualmente s20 reconhecidas 420 espécies mas
estima-se que existam pelo menos 650, ocorrendo desde o sul dos Estados
Unidos até a Argentina“. A maioria das espécies sao epiﬁzasu, crescendo em
matas umidas, poréin algumas espécies podem ser encontradas até a 2000 m

de altitude na cordilheira andina ou em é&reas abertas, crescendo como

0 yressler, R.L. Phylogeny and Classification of the Orchid Family 1993, Portland, Dioscorides
Press.

" atwood. J.T.: Mora de Retana, D.E., Fieldiana 1999, 40, 1-182.

2 planta que cresce apoiada em outra planta, sem ser parasita.



rupicolas’’. Mais de 60% das espécies de Maxillaria citadas por Pabst ¢ Dungs
(1977) foram indicadas como ocorrendo exclusivamente no territdrio
brasileiro. Entretanto, desde o trabalho de Hoehne (1953), a grande maioria
das espécies permanece pouco estudada’.

O complexo Maxillaria madida Lindl. esta composto por cerca de 10
espécies epifitas, raramente rupicolas, que ocorrem no dominio da Mata
Atléntica em localidades da Serra do Mar e da Serra da Mantiqueira'. As
espécies do grupo sfo caracterizadas por apresentarem inflorescéncias curtas,
uma flor carnosa e brilhante, principalmente o labelo, e de coloragio alvo-
amarelada, avermelhada ou castanho-escura, e sem recompensa aparente'®,

Guttiferae (Clusiaceae), a segunda familia a ser estudada neste trabalho,
pertence a ordem Malpighiales, divisdo Angiospermae (Magnoliophyta).
Possui cerca de 26 géneros e aproximadamente 400 espécies, distribuidas nos
Neotrépicos, desde o sul da Florida até o sul do Brasil"’.

Clusia € o maior género de Guttiferae, com cerca de 250 espécies,
sendo 60 espécies brasileiras'®. As espécies de Clusia sdo, em sua grande
maioria, didicas, enquanto poucas sdo hermafroditas ou incluem racas com
plantas hermafroditas. Suas formas de vida incluem hemiepifitas, lianas,
arbustos e arvores.

As plantas do género Clusia, como quase todos os membros da familia
Guttiferae, caracterizam-se pela presencga de latex em seus tecidos. O latex

pode ser definido como uma suspensdo aquosa ou emulsdo de vérias particulas

'* Plantas que vivem nas rochas.

" Hoehne, F.C. Orchidaceas 1953, Flora Brasilica, Sao Paulo - Secretaria da Agricultura.

** Pabst, G.F.J.; Dungs, F. Orchidaceae Brasilienses Il 1977, Hildesheim, Bricke-Verlag Kurt
Schmersow.

*® Singer, R.B.; Koehier, S. Ann. Bot. 2004, 93, 39-51.

" Ribeiro, J.E.L. et al. Flora da Reserva Ducke: Guia de identificacéo de uma floresta de terra firme
na Amazdnia, 19389, 244 INPA/Manaus.

'® Bittrich, V. Revista Brasileira de Horticultura Ornamental 1997, 3,13-19.
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INTRODUCAO

que sdo acumuladas em células e/ou estruturas especializadas. Estas estruturas
responsaveis pela produgdo do latex séo denominadas de laticiferas e a
suspensdo aquosa denominada de latex pode ser constituida pelas mais
diversas substincias. Fntre estas destacam-se os triterpendides, esteroides,
hidrocarbonetos poliisoprendides, 4cidos graxos, compostos aromaticos,
alcaldides, proteinas, entre outros. O latex também pode ser proveniente de
células ndo laticiferas, como na planta Parthenium argentatum, cujo latex
ocorre em células parenquiméticasig.

As funcdes exercidas pelo latex na planta ainda ndo estdo bem
esclarecidas mas, de forma geral, acredita-se que tenha funcio de distribuir os
nutrientes as diferentes partes da planta e agir como uma barreira contra o
ataque de insetos e microrganismos.

O latex de algumas espécies de Clusia e de outros géneros da familia ¢
utilizado na medicina popular indigena como cicatrizante de feridas™,
analgésico’', no tratamento de doengas da pele e reumatismo”.

As flores de espécies de Clusia podem oferecer néctar, pdlen e resinas
como recompensas para os polinizadores, que incluem: abelhas de varios
grupos taxondmicos, besouros, beija-flor, esfingideos e moscas.

Resinas florais sfo recompensas pouco comuns € somente s&o
encontradas em duas familias de Angiospermae: Euphorbiaceae23, espécies do

género Dalechampia L. e Guttiferae™ espécies dos géneros Clusia, Clusiella

® a) Fahn, A. Plant Anatomy 1997, Oxford, Butterwort Heinemann; b) Fahn, A. Secretory Tissues in
Plants 1990, Oxford, Academic Press; ¢} $4o 0s componentes normais do floema e podem conter
substancias fendlicas, amido, cristais, efc.

20 pitter, H. Manual de Ias Plantas Usales de Venezuela y su Suplemento 1970, 211, Fundagao
Menzoza Caracus.

21 phof, J.C.T. Dictionary of Economic Plants 1968, Lehre, Germany.

22 galama, M. Rev. Latino-Am. Quimica 1986, 16, 117-118.

2 prmbruster, W.S. Amer. J. Bot. 1984, 71, 1149-1160.

24 porto, A.L.M.; Marsaioli, A.J.; Machado, S.M.F.; Oliveira, C.M.A, Bittrich, V.; Amaral, M.C.E.
Phytochemistry 2000, 55, 755-768.



INTRODUCAQ

Planch. & Triana e Tovomitopsis. 880 constituidas por diversas classes de
compostos como flavonoides, xantonas, 4cidos fenodlicos, lactonas e
sesquiterpendides. Varios destes compostos tem mostrado atividade anti-
microbiana, anti-filngica, anti-HIV?®® | anti-bacteriana® e anti-cancer® =5,

Na natureza, as resinas florais sfo utilizadas como principal matéria-
prima na construgio e impermeabilizagfo de ninhos por abelhas fémeas

solitarias da tribo Euglossini e sociais das tribos Meliponini e Trigonini.

# Delle Monache, F.; Delle Monache, G.; Pinheiro, R.M.; Radics, L. Phyfochemistry 1888, 27,
2305-2308

% { okvam, J.; Braddock, J.F. Oecologia 1999, 119, 534-540.

Cuesta«Rubto Q.; Frontana-Uribe, B.A.; Ramirez-Apan, T. Z Naturforsch C 2002, 57, 372-378.

% Ito, C.; Masataka, |.; Yoshiaki, M.: Onoda S.; Rao, K.S.; Mukaianaka, T.; Tokuda, H.; Nishino, H.;
Fur&kawa H. J Nat Prod 2603, 66 206-208.
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OBIETIVOS

2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo promover um estudo interdisciplinar
envolvendo quimicos ¢ bidlogos, com o intuito de desvendar e compreender
algumas interagdes ecoldgicas de espécies de Orchidaceae e Guttiferae, bem
como identificar e avaliar a atividade biolégica destes mediadores quimicos.

Para tanto este trabalho foi dividido nos seguintes topicos:

- determinar a composiciio quimica das fragrancias florais de espécies
pertencentes ac complexo Maxillaria madida utilizando a técnica de
headspace dindmico e analise por CG/EM e verificar a importancia destes

compostos voléteis na interacdo planta-inseto polinizador;

- isolar e identificar os constituintes do latex dos frutos de C. grandiflora e,

posteriormente, avaliar o potencial antioxidante dos compostos isolados;

_isolar e identificar os constituintes das resinas de espécies do género Clusia e
avaliar a atividade antineopldsica destes compostos atraveés de ensaios

antiproliferativo de células cancerosas € inibi¢do de topoisomerases.



g




FRAGRANCIAS FLORAIS

1.1 INTRODUCAO

Como exposto anteriormente, as plantas utilizam-se de suas cores e
aromas para atrair seus polinizadores. Muitas vezes, a fragrincia é o fator
dominante da atracfio, especialmente & noite, para animais (morcegos ¢
mariposas) que possuem pouco estimulo visual. Algumas espécies de plantas
do género Arum t€m flores de cor plirpura vibrante que abrem a noite. A flor
libera aminas volateis, com odor forte e desagradavel, atraindo moscas e
besouros de esterco, que penetram na flor e, nos seus movimentos, transferem
po6len dos estames™ para os estigmas™’, efetuando a polinizagdo’.

As plantas podem também associar a estes recursos a sua forma. Como
exemplo, podemos citar as flores de orquideas do género Ophrys que sdo
polinizadas por abelhas do género Andrena. Elas apresentam a forma e a cor
tdo semelhantes a forma e a cor da abelha fémea, que chegam a confundir o
macho da espécie na sua busca de acasalamento, realizando a
pseudocopulacdo. Além do visual que ilude o inseto, as flores utilizam uma
atragdo olfativa, mimetizando o feroménio sexual da abelha fémea para atrair

o macho, levando a polinizagéio por engano’' (Figura 2).

* Orgao masculino da flor, onde séo produzidos os graos de pélen.
%0 Orgao feminino da flor, geraimente dilatado e pegajoso, que recebe os graos de polen que irdo
fecundar a flor.

31 Karin, A.; Karlson, B. Phytochemistry 1990, 29, 1359-1387.
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FRAGRANCIAS FLORAIS

Figura 2. Flores de Ophrys ofusca com abeltha Andrena.

As substincias responséveis pelos aromas sdo bastante volateis,
podendo ser obtidas por varias técnicas, S3o geralmente formadas por mongo e
sesquiterpentides, élcoois alifiticos simples, cetonas, ésteres ou substincias
aromaticas. Algumas vezes, uma s6 substincia é responsavel pelo odor,

entretanto na maioria das vezes, a mistura € complexa.

1.2 METODOS DE OBTENCAO DE AROMAS FLORAIS

O protocolo para andlise da composigio quimica das fragrancias florais

segue obrigatoriamente:
- captura dos volateis;
- separac¢do;
- identificacfo
Varios métodos de amostragem podem ser utilizados, como: imjecdio de
s6lidos, headspace estitico (SPME) e headspace dinamico.
O método de injegio de sélidos™ consiste na introducéo de um pequeno

pedago da flor em um equipamento de injecdo de sélidos (Figura 3) o qual é

% Siive, UF.; Borba, E.L.; Semir, J.: Marsaioli, A.J. Phytochemistry 1990, 50, 31-34.
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introduzido no injetor do cromatografo. A fragrincia € liberada e detectada

pelo sistema do cromatbgrafo. Esta técnica possui a vantagem de ser rapida,

porém, compostos ndo voliteis podem ser introduzidos na coluna

cromatografica mascarando o resultado.

T

sherura pars aserira for

8H wmm

3
|
i3

Figura 3. Equipamento de injecfo de s6lidos™.

O headspace estatico ou Microextragdo em Fase S6lida™ (SPME) é uma
técnica de extraciio e pré-concentragdo rapida, simples, de baixo custo e que

dispensa o uso de solventes e manipulagio excessiva da amostra. Esta

33 Zhang, Z. Y.; Pawliszyn, J. Anal. Chemn. 1983, 65, 1843-1852.
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FRAGRANCIAS FLORAIS

metodologia utiliza um pequeno pedaco de silica fundida recoberta com um
polimero adsorvente (fibra) que é exposto, num espaco confinante, a0 material
a ser analisado. Os analitos adsorvidos pela fibra séio liberados por dessorcéo
térmica diretamente no injetor do cromatografo (Figura 4). Esta técnica

apresenta como desvantagem a modificag@o do injetor do cromatégrafo.

Figura 4. Equipamento de headspace estitico™.

O método de headspace dindmico® (Figura 5) consiste na concentragfo
dos volateis em um polimero adsorvente (Chromsorbs® 101, 102 e 105,
Porapak Q e Tenax GC®). Um frasco contendo a flor é conectado a um tubo
de vidro contendo o polimero adsorvente e o ar é arrastado com o auxilio de

uma bomba. Os compostos volateis capturados no adsorvente sdo dessorvidos

* Nogueira, P.C.L. Contribuicéo a Quimica dos Compostos Voiateis e Interagdes com Organismos
Receptores 2002, Tese de Doutorado, Instituto de Quimica, Uinicamp.
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FRAGRANCIAS FLORAIS

utilizando-se solvente bidestilado (diclorometano). Apés, é feita a redugfo do
volume do solvente com um leve fluxo de N, e o extrato ¢ analisado por
CG/EM. Esta técnica tem a vantagem de ser reprodutiva e de facil extracfo

dos compostos volateis dos polimeros adsorventes.

“headspace” foral

adsarvente

direcdo do flgxo de ar

E s

pombz de vacus

Susosmntreiion

Figura 5. Equipamento de headspace dindmico™.
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FRAGRANCIAS FLORAIS

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os volateis florais aqui estudados pertencem a espécies do complexo
Maxillaria madida, género Maxillaria e 3 familia Orchidaceae. As espécies
foram identificadas pela aluna de doutorado Samantha Koehler, do Institute de
Biologia da Unicamp, que estuda a filogenia e polinizago deste complexo.

Dentre as metodologias de obtengéio de volateis apresentadas, optamos
por empregar a técnica de headspace dindmico por ser a técnica mais
adequada no estudo das interagdes ecolégicas e por ser reprodutiva.

M. juergensii, M. madida, M. vernicosa, M. ferdinandiona e M
pachyphylia (Figura 6) foram as cinco espécies de Maxillaria estadadas. Os
cromatogramas obtidos por CG/EM s#io apresentados a seguir (Figura 7 ¢ 8e

os resultados das andlises dos compostos volateis s#o mostrados na Tabela 1.

Figura 6. Flores de: a) M. juergensii, b) M. madida; ¢) M. vernicosa:
d) M. ferdinandiana; e) M. pachyphylia.

18
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e Kot

N vermicosa

Figura 7. Cromatogramas de ions totais obtidos por CG/EM das espécies de Maxillaria.

HP 5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 pm), 40-290°C (5 min), 4°C/min, inj=240°C, f=ImL/min.
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FRAGRANCIAS FLORAIS

Fkoomdanis

M ferdinandiana
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Figura 8. Cromatogramas de ions totais obtidos por CG/EM das espécies de Maxillaria.

HP 5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 um), 40-290°C (5min), 4°C/min, inj=240°C, £=ImL/min.
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FRAGRANCIAS FLORAIS

Analisando os resultados da Tabela 1, observou-se que 0s principais
compostos volateis emitidos por este grupo sdo os terpendides.

Os terpendides sio uma familia quimicamente diversa de metabdlitos
secundarios encontrados na natureza (plantas, fungos e bactérias), com mais
de 29000 compostos caracterizados. Sic comumente originados pela via do
acetato mevalonato (Figura 9) e sdo classificados de acordo com a quantidade
de unidades de isopreno em: hemiterpendides (Cs), monoterpendides (Cyg),
sesquiterpendides  (Cys), diterpendides (Cyy), triterpendides (C30) e
carotenoides (Cyg). Eles apresentam funces variadas nos vegetais, entretanto,
os mono e sesquiterpendides sdo responsiveis pelos aromas das plantas e,

” ~ c m e .. i
conseqiientemente, pela atracdo a longa disténcia dos polinizadores® .

acido mevaldnico

)\/\OPP - /K/\OPP e~ Hemiterpendides (C;)

isopentenil difosfato dimetilali] difosfato

(iPP) {(Cy} Y (DMAPP) (C;)

Cip =~ Monoterpensides (Cpo)
iPP

Cy5 e Sesquiterpendides (C);)

<2 §PP-$

Ca - Diterpendides {C,,}
P 20
PP
Cas wm———p  Sesterpensides (C,e)
¥
% Cse - Triterpendides (C,,)
Ca . Carotendides (Cyg)

Figura 9. Biossintese de Terpenos.

¥ Seigler, D.8. Plant Secondary Metabolism 1995, Kluwer Academic Fublishers, 312-427.
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FRAGRANCIAS FLORAIS

Os sesquiterpendides ndo oxigenados (o-copaeno e d-cadineno) foram
encontrados em todas espécies analisadas, porém em abundéncias diferentes.

M. juergensii ¢ M. ferdinandiana apresentaram uma fragrincia muito
similar com a predominéncia do a-copaeno em suas composicdes em 34% e
32,4% respectivamente.

M. vernicosa também revelou compostos voléteis semelhantes a M
juergensii e M. ferdinandiana, entretanto, o limoneno (monoterpeno)
apresenta-se como seu constituinte majoritario (30%), seguido do a-copaeno
(22,4%).

A fragrincia intensa e adocicada de M. madida pode ser atribuida a
presenca de 57% de acetato de isoamila e 11,9% de acetato de butila em sua
composi¢8o. Estes compostos nfo foram encontrados na composigdo das
outras espécies analisadas sendo, portanto, caracteristicos desta espécie.

M. pachyphylia apresentou uma mistura bastante complexa de
compostos volateis em sua fragrincia. O d-cadineno € responsavel por 16,4%
da composicio total desta fragrincia e o p-anisaldeido € o constituinte
majoritério, com 20,9%, e caracteristico desta espécie.

Estas diferencas observadas na composicdo quimica das fragrincias
florais deste complexo sugerem que diferentes polinizadores podem ser
atraidos as plantas.

Comparande nossos resultados com os relatados na literatura por Flach
e col.’, que investigaram a composi¢do quimica das recompensas florais e
fragrancias de 10 espécies brasileiras de Maxillariinae, observamos uma
grande similaridade nos compostos voléateis emitidos. Os terpendides (mono e
sesqui) foram predominantes, com alguns aldeidos, hidrocarbonetos,

compostos aromaticos e derivados de acidos graxos em menor propor¢o.
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FRAGRANCIAS FLORAIS

A auséneia de recompensas neste complexo, observada por Koehler e
col.'®, sugere que a polinizacio nas especies deste grupo ocorra por engano.
Isto &, os polinizadores em busca de alimentos, sfo atraidos pelas fragrancias e
pela superficie brilhante do labelo e, ao se aproximarem da flor em busca de
recursos, removem acidentalmente o polindrio, retirando-o da flor e
possibilitam 2 planta seu processo de reproducgio. Como o processo de atracio
do polinizador e remocdio do polindrio ocorre por engano, a formacdo de
frutos nas populacgdes € relativamente baixa quando comparada a espécies que
oferecem recompensa. A auséncia de recompensas sugere também que ndo ha
a atragdo de nenhum polinizador em especifico, mas sim, de algumas espécies
com hébito exploratério, possivelmente abelhas ou vespas, que sio os

polinizadores mais comuns para subtribo Maxillariinae.
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1.4 CONCLUSAO

A investigacio da composicio quimica das fragrincias florais de
Maxillavia juergensii, Maxillaria ferdinandiana, Maxillaria vernicosa,
Muxillaria pachyphyila € Maxillaria madida, pertencentes ao complexo M.
madida, revelou que estas espécies apresentam basicamente ©0s mesmos
compostos em suas fragrincias. Monoterpendides € sesquiterpendides ndo
oxigenados sdo os compostos volateis predominantes, sendo o a-copaeno e 8-
cadineno comum a todas espécies, porém em abundancias diferentes.

Os principais constituintes detectados nas fragrincias de cada espécie
analisada foram:

-M. juergensii: a-copaeno (34%)

-M. ferdinandiana: a-copaeno (32,4%) e 8-cadineno (28,7%)
M. vernicosa: limoneno (30%) e a-copaeno (22,4%)

-M. pachyphyila: p-anisaldeido (20,9%) e 5-cadineno (16,4%)
M. madida: acetato de isoamila (57%)

Visto que as espécies deste complexo ndo apresentam nenhuma
recompensa, sugerimos que a polinizacio ocorra por engano e que néoc haja
atragiio de um polinizador em especifico.

Estes resultados reforcam os dados relatados na literatura e comprovam
a importdncia das recompensas e dos aromas florais nas interagoes das
espécies de Maxillaria e seus insetos polinizadores, a fim de garantir a

evolugdo e manutencio das espécies.
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I.5 PARTE EXPERIMENTAL

I.5.1 PLANTAS

As espécies de Maxillaria madida usadas neste estudo encontram-se em
cultivo no Instituto de Botdnica de S3o Paulo® e na Escola Superior de
Agronomia Luis de Queiroz” (Universidade de Sido Paulo/Piracicaba). A
identificagdio das espécies foi realizada pela aluna de doutorado Samantha
Koehler, do Instituto de Biologia da Unicamp (Tabela 2). A coleta dos aromas
florais foi realizada na época de floragdio das espécies (Novembro-Marco),

entre o periodo das 10-15 h e, por aproximadamente, 3 horas.

Tabela 2. Espécies estudadas durante a execucfio deste trabatho.

ESPECIES N° EXCICATA
Maxillaria juergensii #1138°
Maxillaria madida #4814°
Maxillaria vernicosa #3627"
Maxiilaria ferdinandiana #3258°
Maxillaria pachyphyllia #10298°
1.5.2 HEADSPACE DINAMICO

Este meétodo, empregado para coleta dos volateis, utiliza como
adsorvente o polimero Porapak-Q, um tubo de vidro com uma abertura para
inserir a flor, e outra abertura oposta, para conectar o vidro contendo o

polimero. O ar contendo a fragrancia foi arrastado a um fluxo de 500mL/min,
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durante trés horas, com o auxilio de uma bomba. O processo de dessor¢io dos
volateis foi realizado utilizando 1,5 mL de CH,Cl, bidestilado. A reducéo do
volume de solvente foi realizada empregando um leve fluxo de N;. A seguir, o

extrato foi analisado por CG/EM.

[.5.3 CG/EM

As andlises foram realizadas em um cromatografo HP 6890 acoplado a
um detector seletivo de massas HP 5973. Foi utilizada uma coluna capiliar de
silica fundida HP-5, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno
e 0,25 pm de espessura do filme da fase estacionaria. O programa utilizado foi
de 40°C até 290°C, com um gradiente de 4°C/min, injetor a 240°C e fluxo de
1 mL/min. Para as anélises foi utilizado Hélio como gas de arraste, injetor no
modo splitless e 1pL de volume do extrato em diclorometano.

A identifica¢do dos volateis foi feita a partir do espectro de massas
obtido em comparagio com espectros da biblioteca Wiley, indice de retengio
e coinjegdo de padrOes.

Os indices de reten¢io (IR) foram calculados a partir da coinjecdo da
fragrancia floral com uma mistura padro de hidrocarbonetos, C;1-Csp, sob as
mesmas condicdes de equipamento descritas acima e com aplicacio da

equagdo de Van den Dool e Kratz™,

IR= [(Ts e TCn—l) / (TCH - TCH—E)] x 106+ 100x N
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Onde:
Ts —~ Tempo de retencdo do composto analisado

Tcas — Tempo de retencdo do n-alcano que elui antes da substincia

analisada

Tcq — Tempo de retencdio do n-alcano que elui depois da substincia

analisada

N — Nimero de carbonos do n-alcano que elui antes da substincia

analisada
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1.1 INTRODUCAO

As plantas produzem e acumulam centenas de micromoléculas para a
sua defesa, regulacio e adaptacfio, sendo, portanto, biologicamente ativas.
Muitas substancias produzidas por plantas possuem atividades contra insetos,
fungos, bactérias e patogenos em geral, como uma forma de defesa
principalmente, nos ambientes tropicais e equatoriais, onde a biodiversidade
de microrganismos, insetos e animais € prolifera. Sdo essas substincias que o
homem aprendeu a utilizar como medicamento na cura de doengas desde os
tempos remotos até os dias de hoje, sendo o alvo de muitos estudos e
propiciando inimeros prot6tipos de medicamentos para a industria
farmacéutica’.

Raizes, folhas e frutos de varios géneros e espécies da familia Guttiferae
sdo usados na medicina popular, na forma de cha ou ingestdo do latex, no
tratamento de reumatismo, dores de cabeg¢a®, como purgativo, diurético,
antipirético?', etc. Algumas espécies sdo também de interesse econémico por
fornecerem frutos comestiveis (Garcinia, Platonia, Mammea) e por serem
utilizadas como plantas ornamentais. O latex encontrado nos frutos de C.
résea® ¢é usado por nativos da Venezuela para fechar ferimentos da pele. J& o
latex do tronco de Clusia grandiflora™ apresentou, como agentes bactericidas
contra dois patégenos de abelhas (Paenibacillus larvae ¢ Paenibacillus alvei),
as benzofenonas chamona I e nemorosona II. Na Costa Rica, o extrato aquoso

40,41,42

das folhas de C. coclensis ¢ empregado no tratamento de hipertensdo

8 (yNeill, M.O.; Lewis, J.A. ACS Symposium Series 1993, 534, 48-55.

3 | okvam, J.; Braddock, J.F.; Reichardt, P.B.; Clausen, T.P. Phytochemistry 2000, 55, 29-34.
0 Garcia-Gonzalez, M.; Matamoros, O.M. Rev. Biol. Trop 1996, 44, 87-91.

4 Garcia-Gonzalez, M.; Matamoros, O.M. Rev. Biol. Trop 1997, 45, 999-1003.

2 Garcia-Gonzalez, M.; Matamoros, O.M. Rev. Biol. Trop 1998, 46, 575-578.
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arterial e, na Amaz0nia, certas tribos utilizam o latex de C z’mz’gnis"i“3 nos

olhos, para “aumentar a probabilidade de encontrar tartarugas”. Além disso, o
latex de espécies' de Moronobea, Platonia ¢ Symphonia é usado pelos indios
na impermeabilizagdo de canoas, na confecclio de méscaras ¢ em tochas para
iluminac8o.

O latex, ainda pouco conhecido, pode ser definido como uma suspensfio
aquosa de aspecto leitoso produzida por estruturas especializadas
denominadas laticiferas (Figura 10) e é encontrado em todo tecido vegetal.
Isto sugere que o latex, encontrado tanto nas folhas, como nos ramos e frutos,
possua a mesma classe de metabélitos, variando apenas na proporcdo de seus
constituintes quimicos. Pode mostrar-se incolor, amarelo, alaranjado,
vermelho e, mais comumenie, branco. Pode ser constituido por uma infinidade
de  substincias como triterpendides, esterdides, hidrocarbonetos
poliisoprendides, 4cidos graxos, compostos aromaticos, alcaldides e

proteinas'®,

Figura 10, Litex exsudado pelos canais laticiferos do fruto de C. grandiflora.

*® Bittrich, V.; Amaral, M.C.E. Kew Bu/l. 1996, 51, 681.
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As plantas laticiferas ocorrem com maior freqiéncia nas

Dicotiledéneas™ e estima-se que cerca de 40 familias e mais de 20.000
espécies possuam algum tipo de estrutura laticifera.

As funcles exercidas pelo latex na planta ainda nfo estio bem
esclarecidas, mas de acordo com relatos na literatura, acredita-se que tenha
funcgio protetora contra ¢ ataque de herbivoroes e, também, antimicrobiana ou
fungicida e até cicatrizante, fechando ferimentos na superficie da planta.

Baseados nestas observacdes da literatura buscamos nesta etapa do
trabalho fazer um estudo mais detalhado da composicfio quimica do latex de
Clusia grandiflora. Este estudo foi miciado por Cladudio Augusto Gomes da
Camara®™ no seu doutorado e agora demos continuidade a este trabalho

isolando e identificando novos produtos naturais de interesse biologico.

* Plantas com flor, periencentes & divisdo Magnoliophyta, as quais contém duas ou mais
sementes.

* Camara, C.A.G. Clusia-Cultura de Tecidos e importancia de seu Latex na Sobrevivéncia das
Espécies 2001, Tese de Doutorado, Instituo de Quimica, Unicamp.
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1.2 RESULTADOS E DISCUSSAQO

Nesta etapa do trabalho investigou-se a composicio quimica do latex
dos frutos de Clusia grandifiora (Figura 11), secdo Chlamydoclusia, que
foram coletados na Fazenda Santa Elisa — Instituto Agrondmico de Campinas,
pele Dr. Volker Bittrich.

Figura 11. Frutos de C. grandiflora

11.2.1 ANALISE DO LATEX

Os frutos foram cortados transversalmente, e o latex exsudado foi
recolhido rapidamente em um béquer com metanol, onde observou-se a
formago de um precipitado, que foi caracterizado como um polissacarideo®.
A fraglo metandlica foi filtrada, o solvente removido e o latex armazenado 4 -
10°C. Para facilitar a separago de seus constituintes, o latex foi metilado com
diazometano. Apés a derivagfio, a mistura foi submetida a vérios métodos

cromatograficos de adsorcdio em silica gel. E importante salientar que os
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compostos foram isolados na forma de ésteres metilicos, enquantc que os
produtos naturais s3o encontrados na forma de acidos carboxilicos, conforme
foi verificado em trabalhos anteriores™.

A analise do latex permitiu o isolamento de 3 compostos (Figura 12),
sendo 2 inéditos (2 e 3}, e todos derivados do 4cido cis-8-tocotriendlico™.

A determinacio estrutural dos compostos isoclados foi feita atraves de
técnicas espectroscopicas de Ressondncia Magnética Nuclear de 1D e 2D (‘H,

3¢ COSY, HSQC, g-HMBC, DEPT 135° £ 90°), IV e EM.

Figura 12. Compostos isolados do latex de C. grandiflora.

% pDelie Monache, F.; Marta, M.; Mac-Quhae, M.M.; Nicoletti, M. Gazz. Chim. ltal. 1984, 114, 135-
137.
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11.2.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO COMPOSTO (1)

O composto (1) foi obtido na forma de um 6leo amarelo. O espectro na
regido do IV (E-1) apresentou uma banda de absorcéo caracteristica de ésteres
o,B-insaturados em 1717 cm’, relacionado zo estiramento de C=0 e uma
banda intensa e larga na regido de 3421 cm™ referente ao estiramento de OH.

A analise do espectro de RMN de 'H (E-2) revelou dois sinais duplos
em & 6,38 e 0 6,47 que sdo caracteristicos de um sistema de spins em andis
aromaticos com acoplamento em meta (“J=2,4 Hz) e um sinal em & 2,12
correspondente a trés hidrogénios de metila aromatica. Observou-se ainda trés
singletos em 0 1,57 (3H), 1,58 (3H) e 1,88 (3H) ppm, correspondentes a trés
grupos metilicos sobre as duplas ligagdes, e que foram atribuidos para C-6 a
(15,7), C-10'a (15,8) & C-2'a (20,6) ppm.

Em & 3,73 observou-se apenas um sinal que foi atribuido a uma
metoxila, cuja presenca foi confirmada no espectro de RMN de °C pelo sinal
em & 51,2 referente a um carbono metoxilico.

Na regido de 0y 5,91 foi observado um sinal atribuido a um hidrogénio
olefinico B de um sistema carboxilico «,B-insaturado e em 8y 5,11 um sinal
com integracdo para dois hidrogénios olefinicos.

O espectro de RMN de “C (E-3) revelou 28 sinais com diferentes
deslocamentos quimicos, cujos padrdes de hidrogenac¢io foram estabelecidos

pela analise dos espectros obtidos pela técnica DEPT 135° e 90° (E-4), como
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sendo 5 carbonos metinicos, 8 metilénicos, 6 metilicos e 9 n8o hidrogenados
(CasHao).

Comparando os dados espectroscOpicos obtidos com os dados

reportados na literatura para o icido cis-8-tocotriendlico® e considerando que
o latex foi previamente metilado, este composto foi caracterizado como sendo
o éster metilico do &cido cis-d-tocotriendlico, isolado do tronco de C.

grandiflora como principal constituinte.

11.2.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO COMPOSTO (2)

0O cémposto 2 foi obtido na forma de um o6leo amarelo. O espectro de
UV (E-5) mostrou a presenca de duas bandas com maximos de absor¢do em
224 nm e 298 nm, referentes, respectivamente, aos grupos cromoféricos
carboxilico o,B-insaturado e fenol.

No espectro na regido do I'V (E-6) observou-se uma banda de absorcio
em 1715 ¢m™ atribuida a uma carbonila de ésteres a,B-insaturados e uma
banda larga em 3459 cm’', referente ao estiramento de OH.

O espectro de massas de alta resolucdo (E-7) forneceu o pico ion

molecular m/z 454,2964 gue foi coerente com o valor calculado para CyoHgOy

(m/z 454,3083) (Esquema 1).
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Esquema 1. Fragmentagdes caracteristicas do composto (2).

RDA com transferéncia

de hidrogénio Clivagem o

+
Ta ga O
7
HO 3 4z

m/z 151 (100%) miz 191 (32%)

A analise do espectro de RMN de 'H (E-8) mostrou um sinal em & 6,37
atribuido para um hidrogénio pertencente ao sistema aromadtico e dois
singletos em & 2,11 e 8 2,13 de duas metilas aromaticas. Verificou-se ainda
trés singletos em & 1,57 (3H), 1,59 (3H) e 1,88 (3H) ppm, correspondentes a
trés grupos metilicos sobre duplas ligagdes, e que foram atribuidos para C-6 a
(15,7), C-10'a (15,8) e C-2'a (20,6) ppm.

Na regido de 6 5,91 foi observado um sinal atribuido a um hidrogénio
olefinico § de um sistema carboxilico o,B-insaturado e em & 5,11 um sinal

com integrag@o para dois hidrogénios olefinicos.
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Os espectros de RMN de 'H e de C indicaram a presenca de apenas
uma metoxila em 6 3,73 com integracdo para 3 hidrogénios e em 6 51,2 para
um carbono metoxilico.

O espectro de RMN de BC (E-9) revelou 29 sinais com diferentes
deslocamentos quimicos, 0s quais pela anélise dos espectros de DEPT 135°% e
00° (E-10) foram classificados quanto ao padrio de hidrogenagfo como sendo
7 carbonos metilicos, 8 metilénicos, 4 metinicos e 10 ndo hidrogenados.

A comparacdo dos dados espectrais registrados para o composto 2 com
os obtidos para o composto 1, sugere que estes compostos pertengam a mesma
classe quimica e, que a diferenca entre eles esteja na substituicdo do sistema
aromatico. O espectro de RMN de 'H do composto 1 mostrou apenas 1 sinal
referente a2 uma metila aromatica em & 2,12, enquanto que para o composto 2
observou-se dois sinais para duas metilas arométicas em 6 2,11 e 8 2,13.

Os deslocamentos quimicos de °C atribuidos para o sistema biciclico
do composto 2, mostraram-se semelhantes com os dados relatados para o
sistema biciclico do y-tocoferol’ (Figura 13). Porém, analisando as
correlagdes H, C (HMBC) (E-11, E-12, E-13) a longa distancia entre H-5 (8
6,37) e C-7 (8 121,6) e entre H-5 (& 6,37) e C-8a (4 146,2) do composto 2,
observamos que as atribui¢des feitas para o C-6 (8¢ 146,0) e C-8a (8¢ 145,5)
do y-tocoferol nfio eram compativeis com nossas observagbes e, portanto,
decidimos inverter as atribui¢des para C-6 (§¢ 145,6) e C-8a (8¢ 146,2) de

acordo com os resultados observados em nossas analises.

4T Matsuo, M. Urano, S. Tetrahedron 19786, 32, 229-231.
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(112.1) (HS.Z)‘\(22_2}

Composte (2) y-tocopherol

Figura 13. Comparacfic dos deslocamentos quimicos (ppm) de °C entre o sistema biciclico

do composto (2) e do y-tocoferol.

A configuragfo cis para olefina em C-2-C-3 foi estabelecida através do
experimento de RMN de 'H de diferenga de NOE (NOESY 1D) (E-14, E-15).
A irradiagdo da metoxila em &y 3,73 causou um incremento de 0,94% no sinal
em Oy 2,54 ¢ um incremento de 0,81% na metila em 84 1,57. E, ao irradiar a
metila em 8y 1,88 observou-se um incremento de 0,97% no hidrogénio

vinilico em 8y 5,91 (Figura 14).
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Figura 14. Incrementos observados no experimento de diferenca de NOE.

Associando estas informagdes, concluimos que este composto
corresponde a estrutura 2, a qual foi sugerida anteriormente por Claudio A G.

da Cimara. Este composto ¢ inédito e ndo encontra-se relatado na literatura.
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11.2.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO COMPOSTO (3)

Este composto foi isolado na forma de um olec amarelo € os espectros
de UV, IVeRMNde iDe 2D (EH, Be, HSQC, HMBC) obtidos apresentaram
um perfil bastante semelhante aos dos compostos anteriormente
caracterizados.

No espectro de UV (E-16) foram observadas absor¢des em 224 ¢ 2928
nm, consistentes com o0s grupos cromoforicos carboxilico a,B-insaturado e
fenol, respectivamente.

No espectro de IV (E-17) observou-se uma banda de estiramento de
C=0 de aldeido em 1716 cm’', uma banda de deformagfio axial de C-H de
aldeido aromatico em 2853 cm™ e uma banda larga em 3418 cm’’ referente ao
estiramento de OH.

A analise por espectrometria de massas de alta resolugdo (E-18)
forneceu o pico ion molecular m/z 468,2844 que foi coerente com o valor

468,2875 calculado para CyH0Os (Esquema 2).
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Esquema 2. Fragmentagdes caracteristicas do composto (3).

RDA com transferéneia

de hidrogénio clivagem a

m/z 165 (28%) m/z 205 (14%)

O espectro de RMN de PC (E-20) revelou 29 sinais com diferentes
deslocamentos quimicos, os quais pela analise dos espectros de DEPT 135° e
90° (E-21) foram classificados quanto ao padrio de hidrogenacio como sendo
6 carbonos metilicos, 8 metilénicos, 5 metinicos ¢ 10 ndo hidrogenados.

A principal diferenca no espectro de RMN de 'H (E-19) do composto 3,
com relagdo ao do composto 1, foi observada em 8 9,61 um sinal referente a

hidrogénio de aldeido, que foi confirmado por RMN de C com um sinal em
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194,2 ppm. Os demais sinais de 'H e “C da cadeia lateral C-1’-C13’
apresentaram deslocamentos quimicos semelhantes aos dos compostos 1 e 2.

A posigic dos substituintes OH, CHO e CH; no anel aromatico foi
determinada por sucessivos experimentos de NOE juntamente com as
correlagdes heteronucleares (H, C-gHMBC) a longa distincia.

No experimento de diferenga de NOE (NOESY 1D) (E-22, E-23) 2
irradiacdo da metila aromatica em & 2,14, causou um incremento de 0,46% no
hidrogénio aromético em & 7,08. O hidrogénio aromético também foi irradiado
e observou-se um incremento de 3,25% no hidrogénio do aldeido em 8 9,61 ¢
um incremento de 2,03% nos hidrogénios da metila aromatica (6 2,11). Estes
resultados estabeleceram a posicBo do hidrogénio aroméfico entre o grupo

aldeido e a metila (Figura 15).

Figura 15. Incrementos observados no experimento de diferenca de NOE.

No entanto, os experimentos de NOE nfo foram eficientes para
estabelecer se a metila (8 2,11) estaria vizinha ao C-4 ou O-1. Isto foi
solucionado pelas correlagdes heteronucleares (H, C-gHMBC) (E-24, E-25,
E-26) entre 2 metila no C-8 (8 2,11) com C-8a (8¢ 159,7, *Jew) e C-8 (8¢
118,7, 2JC,H). Além disso, correlacdes a longa distincia do H-4 (dy 2,68) com
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C-4a (8¢ 1082, “Jeyp), C-2 (B¢ 77,7, *Jey)y C-3 (8¢ 29,8, Jew) e C-5 (5c
160,1, *Jey) e do OH fendlico (8 11,6) com C-4a (8¢ 108,2, Jey), C-5 (8¢

160,1, ZJC,H) e C-6 (o¢ 113,1, EJCEH) foram fundamentais para estabelecer a
estrutura do composto (3) (Figura 16).

Figura 16. Correlagdes heteronucleares H, C-gHMBC observadas no composto 3.

Analisando os resultados verificamos que este composto é inédito e

pertence & mesma classe quimica dos compostos (1) e (2), diferindo apenas no

padrdo de substituicio do sistema biciclo.

As atribuigdes de 'H e "°C dos compostos (2) e (3) estdo detalhadas na
Tabela 3.
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Tabela 3. Deslocamentos de 'H e PC (ppm) dos compostos (2) e (3), obtidos por RMN de 1D e 2D.

2 3

Cci | °C 'H 3) e H (3)
2 | 75,1 - 77.7 -

2a | 240 1,25 (3H, s) 23,9 1,32 (3H, s)
3 | 314 | 1,78(1H, ddd, J=12,12e6,5Hz) | 29.8 1,87-1,75 (2H, m)

1,73 (1H, ddd, J=12, 12 € 6.5 Hz)
4 | 22,2 | 2,65(1H, ddd, J=12,12e6,5Hz) | 15,7 2,68 (2H, m)
2,71 (15, ddd. J~12, 12 ¢ 6.5 Hz)

4a | 1182 . 108.2 -
5 | 1121 6,37 (15, s) 160,1 -

Sa - - - 11,6 (OH, s)
6 | 1456 - 113,1 -

6a - - 1942 9.61(1H, s)
7 11216 - 131,9 7,08 (18, 5)
7a | 118 2,11 (3H, s} - -
8 1257 - 1187 -

8a | 1462 - 1597 -

8h | 119 2,13 (3H, 5) 153 2.11 (3H, 3)
1 | 1685 - 168 4 -

ta | 51,2 3,73 (3H. 5) 51,1 3,72 (3H, s)
2 11266 - 126.,6 -

2a | 20,6 1,88 (3H. ) 20,6 1,88 (3H, s)
3 1433 5,91 (1H, td, /~7.2 ¢ 1.3 Hz) 1432 590 (1H, td, /=73 ¢ 1.4 Hz)
4 | 279 2,54 (2H, m) 279 2,54 (2H, m)
5 | 391 2,05 (2H, m) 39,0 2,05 (2H, m)
6 | 1341 - 134.1 -

6a | 157 1,57 (3H, s) 15,7 1,60 (3H, s)
7 | 1249 5,11 (1H, m) 1247 5,12 (1H, m)
8 | 265 2,05 (2H, m) 26,5 2,05 (2H, m)
9 396 1,97 (2H, tl, /=7,5 Hz) 39,5 1,97 (2H, m)
10 | 1350 . 1354 -

10a| 158 1,59 (3H, s) 158 1,58 (3H, s)
11 1243 5,11 (1H, m) 123,7 5,12 (1H, m)
12 | 22,1 2,12 2H m) 220 2,12 (24, m)
13 | 396 1,62 1,55 (2H, m) 39,6 1,72-1,60 (2H, m)

*valores intercambiavels
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11.2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Varios processos fisiologicos e patolégicos como artrites reumaticas,
asma, cancer, arteriosclerose, inflamagfes intestinais, doencas degenerativas
do Sistema Nervosc Central (SNC), mal de Alzheimer € mal de Parkinson
estdo associados, em parte, com a producdo descontrolada de radicais livres e
o desequilibrio entre fatores pré e antioxidantes (estresse oxidativo).

Os radicais livres de oxigénio sfo produzidos nas células eucariéticas
aerdbicas a partir de agentes do meio ambiente (radiacdes de ultravioleta),
como tambem de processos metabolicos normais, como a respiragdo celular.
Sabe-se, também, que os organismos aerébicos possuem eficientes
mecanismos de defesa contra os radicais livres de oxigénio, caracterizados por
um conjunto de enzimas e compostos antioxidantes, que mantém estas
espécies oxidantes em concentracdes sub-téxicas. Entretanto, quando ocorre
um desequilibrio entre os processos de produgfio e destruigio das espécies
reativas de oxigénio, se estabelece uma condigfo de estresse oxidativo, em que
o ataque oxidativo das biomoléculas ¢ favorecido. A busca por agentes
capazes de interferir na geracdo de radicais livres de oxigénio e com as
reagbes por eles desencadeadas, evitando o envelhecimento celular e
desenvolvimento de enfermidades correlacionadas, passou a ser uma das
prioridades nos setores médico e farmacéutico, impulsionando esforcos
cientificos nas 4reas de quimica e farmacologia de produtos naturais®.

Os radicais livres de oxigénio sfo formados através de passos

sucessivos de redugdes monoeletrénicas do  oxigénio®, gerando

“® Sies, H. Angew. Chem. Int. £d. Engl. 1986, 25, 1058-1071.
*® Cadenas, E. Ann. Ver. Biochem. 1989, 58 79-110.
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seqliencialmente os radicais &nion superdxido (0,”), o peréxido de hidrogénio

(H,0,) e os radicais hidroxilas (HO"), como ilustrado abaixo:

@2“}'@’ ot G;}_—s

2H+-§- 0, +e — H,0,

H,0, + Fe'? —» Fe™ +HO +HO (Reacido de Fenton)

Dentre as espécies reativas de oxigénio, o oxidante mais potente € o
radical hidroxila (HO®), o qual é capaz de reagir rapidamente com
praticamente todas as biomoléculas como lipideos, proteinas, carboidratos e
dcidos nucléicos, levando ao desenvolvimento da toxicidade celular’’,
Portanto, substincias capazes de reagir com os radicais hidroxila, ou de
impedir o prosseguimento de suas cadeias de reagdes radicalares, constituem
valiosos elementos na protecdo antioxidante dos sistemas bioldgicos.
Substancias fenolicas, carotendides e substdncias contendo enxofre ou

nitrogénio sdo os principais exemplos de antioxidantes’"**’ (Figura 17).

5 Halliwell, B.; Gutteridge, J.M.C. Arch. Biochem. Biophys. 1986, 246, 501-514.

o1 Laughton, M.J.; Halliwell, B.; Evans, P.J.; Hoult, J.R. Biochem. Pharmacol. 1988, 38, 2859-2865.
%2 pietta, P.G. J. Nat. Prod. 2000, 63, 1035-1042.

5 Gies, H.; Stahl, W. Am. J. Ciin. Nutr. 1985, 62, 131558-13218.

51



EIIHY
sl

HO OH

a~tocoferol acido ascorbico

curcumina

miricetina

Figura 17: Compostos com propriedades antioxidantes

Diante do exposto e da importancia da descoberta de novas substancias
antioxidantes, buscamos nesta etapa do trabalho avaliar o potencial
antioxidante dos compostos 1, 2 ¢ 3 isolados. Para tanto, empregamos a
técnica de CCD** com PB-caroteno. Nesse ensaio, as amostras foram aplicadas
em cromatoplacas as quais foram nebulizadas com uma solu¢do de B-caroteno
em diclorometano {0,02%) e, em seguida, expostas a luz. Apds duas horas, nas
areas onde existiam substdncias antioxidantes verificou-se a permanéncia da
colorag@o laranja do f3-caroteno. Este resultado evidenciou a propriedade

antioxidante dos 3 compostos isolados do latex de C. grandifiora (Figura 18).

* pratt, D.E. Miller, E.E. J. Am. Oif Chern. Soc. 1984, 61, 1064-1068.
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LATEX

Figura 18. Teste em CCD com B-caroteno.

A atividade antioxidante desta classe de compostos ¢ bem conhecida ¢
vém despertando o interesse de vérios grupos de pesquisa. Recentemente,
Niwa e col.” investigaram as relacdes entre estrutura ¢ atividade antioxidante
de compostos cromanos versus dl-a-tocofercl. Para tanto, vérios analogos de
compostos cromanos foram sintetizados baseados no 4cido garcindico (Figura
19) variando o tamanho da cadeia lateral e seu estado de oxidacfio, os

substituintes do anel aromaético e a auséncia do anel pirano.

Figura 19. Estrutura do 4cido garcinbico™.

O estudo revelou que a diminui¢8o do nimero de carbonos na cadeia
lateral (de farnesil para geranil, isoprenil e H) causaram um aumento na
atividade na ordem de 9 vezes e, a saturagdo ou insaturacio da cadeia ndo tem
nenhuma influéncia. No entanto, a presenga do grupo hidroxila no anel

aromatico parece essencial para a atividade, pois os éteres derivados ndo

55i\f:wa M., Takaya, Y.; Terashima, K Bicorg. Med. Chem. 2002, 10, 1619-1625.
}'erash;ma K, Shlmamura T.; Tanabayashf M.; Adgil, M.; Akinnivi, J.A.; Niwa, M. Heterocycles
1997, 45, 1559-1568.
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mostraram nenhum potencial antioxidante. O mesmo resuitado foi observado

na auséncia do anel pirano.
Estes resultados demonstraram a importincia do esqueleto cromano e
do grupamento hidroxila no mecanismo antioxidativo, o que pode ser 1til para

o planejamento de novos agentes para prevencdio de doengas causadas pelo

gstresse oxidativo.
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1.3 CONCLUSAQO

Investigando a composicio quimica do latex dos frutes de C
grandiflora, foi possivel isolar e caracterizar 3 compostos sendo todos

pertencentes a classe dos tocoferois.

e O composto (1) foi caracterizado como o éster metilico do 4cido cis-6-
tocotriendlico, ja descrito na literatura como principal constituinte do latex do
tronco de C. grandifiora.
e O composto (2): (2Z, 6E, 10E)-13-(6-hidroxi-2, 7, 8-trimetil-3, 4-diidro-2H-
2-cromenil)-2, 6, 10-trimetil-2, 6, 10-tridecatrienoato de metila, apresentou 0s
dados espectroscopicos quase idénticos aos do composto (1), diferindo apenas
pela presenga de uma metila a mais no sistema aromaético.
e O composto (3): (2Z, 6E, 10E)-13-(6-formil-5-hidroxi-2,8-dimetil-3,4-
diidro-2H-2-cromenil)-2, 6, 10-trimetil-2, 6, 10-tridecatriencato de metila,
mostrou-se também muito similar aos compostos (1) e (2). A principal
diferenca entre eles estd na presenga de um grupo aldeido no sistema
aromatico do composto (3).

Todos os compostos isolados do latex de C. grandifiora tiveram seu
potencial antioxidante avaliado através do teste em CCD com [-caroteno. O
teste revelou que os trés compostos apresentam atividade antioxidante.

Os compostos 2 e 3 s3o inéditos e estdo sendo relatados pela primeira
vez na literatura.
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I1.4 PARTE EXPERIMENTAL

11.4.1 CONSIDERACOES GERAIS

¥ Os solventes e reagentes comerciais foram utilizados sem purificacdo prévia
e, quando verificou-se a necessidade de reagentes ¢ solventes com um maior
grau de pureza, estes foram tratados conforme as técnicas descritas na

literatura™. Utilizou-se solventes das marcas Nuclear, Synth, CRQ e Merck.

¥ As placas de cromatografia em camada fina preparativa foram preparadas
no espalhador Quickfit com I mm de espessura, sobre suporte de vidro (20x20
cm), usando uma mistura de 160 mL de dgua destilada, 30g de silica gel G e
50g de G Fus4 da marca Merck. Em seguida, as placas foram ativadas em
estufa a 60°C.

A detecgdo dos compostos foi feita utilizando irradiagio com ldmpada

ultravioleta (254 nm).

¥ Os espectros de massas de alta resolugiio foram obtidos em um

Espectrémetro Micromass modelo VG AutoSpec, operando a 70 eV.

¥ Os espectros de absorcio na regifio do Ultravioleta foram obtidos em um
Espectrofotdmetro Hewlett Packard 8452A, equipado com detector de

absorcdo na regido do UV visivel e com um conjunto de diodos.

" Perrin, D.D; Amarego, W.; Perrin, D.R. Purification of Laboratory Chemicals 1980, Pergamon
Press Oxford.
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¥ Os espectros de absorgio na regifio do infravermelho foram obtidos em

filme empregando-se um espectrofotémetro Perkin-Elmer 1600-FTIR e

utilizando celas de NaCl.

¥ Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em espectrdmetros Varian
modelos Gemini 300 (300,1 MHz) ou INOVA 500 (499,9 MHz). Os
deslocamentos quimicos (8) foram registrados em ppm tomando-se como
padrdes de referéncia interna o tetrametilsilano (TMS, & 0,00) ou CHCl; (8
7.27). Os sinais obtidos foram caracterizados como: S (singleto), sl (singleto
largo), d (dubleto), dl (dubleto largo), t (tripleto), ¢ (quarteto), m (multipleto),
dd (duplo dubleto), dt (duplo tripleto), dq {duplo quarteto), td {triplo dubleto),
tl (tripleto largo), tt (triplo tripleto), ddd (duplo duplo dubleto). As constantes

de acoplamento (J) foram expressas em Hz.

¥ Qs espectros de RMN de BC foram obtidos em espectrometros Varian
modelos Gemini 300 (75,5 MHz) ou INOVA 3500 (125,77 MHz). Os
deslocamentos quimicos (8) foram registrados em ppm tomando-se como
padrdes de referéncia interna o tetrametilsilano (TMS, 8 0,00) ou CHCI; (3
77,00). O nimero de hidrogénios ligados aos atomos de carbono foi
determinado através dos espectros de RMN de B¢, com auxilio das técnicas
de ®C — DEPT (90° e 135°, onde CH3/CH = sinal positivo, CH, = sinal

negativo e Cy (quaterndrio) = ausente.
v As rotacdes Opticas foram determinadas em um Polarimetro Perkin Elmer

modelo 341. Para as medicdes, foram empregadas uma lampada de sédio (589

nm), uma cela de vidro de 1 cm e cloroférmio como solvente.
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11.4.2 MATERIAL VEGETAL

Os frutos foram coletados na Fazenda Santa Elisa do Instituto
Agrondmico de Campinas, Campinas — SP, e identificados pelo Dr. Volker
Bittrich. As excicatas estfo depositadas no Herbério da Universidade Estadual
de Campinas (Departamento de Botdnica) com a identificaciio: Clusia

grandifiora Splitg. (#95/153).

11.4.3 OBTENCAO DO LATEX DOS FRUTOS

500 mg de latex foram obtidas de 8 frutos, os quais foram cortados
transversalmente, com o auxilio de uma faca, e o latex exsudado foi recolhido
rapidamente em um béquer com metanol, pois é facilmente oxidado em
contato com o ar. O extrato, de coloragio alaranjada, foi filtrado para remogéo
dos polissacarideos precipitados, o solvente removido sob vacuo em

evaporador rotativo ¢ armazenado a -10°C.

11.4.4 ANALISE QUIMICA DO LATEX

Uma aliquota de 100 mg do latex bruto foi submetida A cromatografia
em camada espessa preparativa, e eluida duas vezes usando como eluente
hexano/acetato de etila (9:1). A faixa polar (R;0,0-0,23) revelada no UV, foi
extraida com acetato de etila, filtrada e o solvente removido, obtendo-se 90

mg.
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11.4.5 ANALISE DA FRACAO POLAR

A fracio polar (90 mg) foi metilada com 10 mL de uma solucdo etérea
de CH,N, A mistura reacional foi deixada na capela a temperatura ambiente e,
apés 1 hora de reagdo, o solvente foi evaporado ¢ o extrato metilado foi
fracionado por cromatografia em camada espessa preparativa, usando varias
misturas de eluentes, na separacio de seus constituintes, conforme Esquema

3.

Fracgdo Polar
Metilada 90 mg

CCEP

Hex:AcOEt 2% (1X)
Hex:AcOEt 4% (2X)
Hex:AcOEt 7% (2X)

Composto (2)
5 mg (5%) :
Rf0.45

Composto (1)
20 mg (20%)

38
RI 0,36 __ me

CCEP
Hex:AcOEt 15% (1X)
Hex:AcOEt 20% (2X)

Composto (3)
2 mg (2%)
Rf0,85

Esquema 3. Procedimento de analise da fragdo polar metilada
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LATEX

Os compostos isolados foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas de Ressondncia Magnética Nuclear de 1D e 2D ('H, °C,

COSY, HSQC, g-HMBC, DEPT 135° e 90°), UV, IV ¢ EM.

I1.4.6 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia de Pratt e
Miller’. Os compostos isolados 1, 2 ¢ 3 foram aplicados em uma
cromatoplaca, a qual foi nebulizada com uma solucdo de B-caroteno em
diclorometano (0,02%) e, em seguida, exposta a luz. Apds duas horas, nas
areas onde existiam substincias antioxidantes verificou-se a permanéncia da
coloragfo alaranjada do [(-caroteno. Este resultado evidencia a atividade

antioxidante do composto testado.

11.4.7 DADOS ESPECTROSCOPICOS DO COMPOSTO (1)

COOCH,
MM 440 g/mol
2 CogHyO4

13-(3,4-diidro-6-hidroxi-2,8-dimetil-2H-1-benzopiran-2-il)-
2,6,10-trimetiltrideca -(2Z, 6E, 10E)- trienoato de metila

» Aspecto Fisico: 6leo amarelo escuro
» [als™® - 20 (CHCI;, ¢ 3,9)
> IV (filme, vma cm’): 3421, 1717, 1219,
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> RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS): § 1,25 (3H, s, H-2a), 1,57 (3H, s, H-
6a), 1,58 (3H, s, H-10'a), 1,65-1,54 (2H, m, H-13), 1,79-1,72 (2H, m, H-3),
1.88 (3H, 5, H-2'a), 1,97 (2H, 1, J=7,6 Hz, H-9), 2,09-2,05 (6H, m, H-5, H-
8, H-12), 2,12 (3H, s, H-8b), 2,54 (2H, m, H-4), 2,68 (2H, m, H-4), 3,73
(3H, s, OMe), 5,11 (2H, m, H-7 e H-11), 5,91 (1H, #d, J=7.3 Hz ¢ 1.4 Hz, H-
39, 6,38 (1H, d, J=2,9 Hz, H-5), 6,47 (1H, d, J=2,9 Hz, H-7).

» RMN PC (125,68 MHz, CDCly/ TMS): 8 15,7 (C-62), 15,8 (C-10 2), 16,0
(C-8b), 20,6 (C-2'a), 22,1 (C-4), 22,4 (C-12), 24,0 (C-2a), 26,5 (C-8), 27,9
(C-4), 31,3 (C-3), 39,0 (C-5), 39,57 (C-9), 39,6 (C-13), 51,2 (OCHy), 75,2
(C-2), 112,6 (C-3), 115,6 (C-4a), 121,1 (C-7), 1243 (C-11), 124,9 (C-7),
126,6 (C-2), 127,2 (C-8), 134,1 (C-6), 135,0 (C-10), 1433 (C-3), 145,8 (C-
6), 147,8 (C-8a), 168,6 (C-1).

[L4.8 DADOS ESPECTROSCOPICOS DO COMPOSTO (2)

MM 454 g/mol
CagHs204

(27, 6E, 10E)-13-(6-hidroxi-2, 7, 8-trimetil-3, 4-diidro-2H-2-cromenil)-
2, 6, 10-trimetil-2, 6, 10-tridecatrienoato de metila

» Aspecto Fisico: oleo amarelo

> [a)p® +10 (CHCI3, ¢. 0,7)

» UV (MeOH), Anax.: 298 nm

> IV (filme, Vinax em™'): 3459, 2927, 1715, 1645, 1440, 1221.
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> EM de alta resoluciio: M "454,29647, calculado para CooH4,04 454,30831
e principais fragmentos m/z (%) 454 (M °98), 191,1004 (32), 189,0850 (19),
151,0727 (100), 121,0970 (20), 93,0671 (15), 81,0674 (10), 55,0533 (16).

> RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS): § 1,25 (3H, 5, H-2a), 1,57 (3H, s, H-
6a), 1,59 (3H, s, H-10a), 1,62-1,55 (2H, m, H-13), 1,73 (1H, td, /=12 ¢ 6,5
Hz, H-3), 1,78 (1H, «d, /=12 e 6,5 Hz, H-3), 1,88 (3H, s, H-2'2), 1,97 (2H, 11,
J=1,5 Hz, B-9), 2,05 (4H, m, H-5, H-8), 2,11 (3H, 5, H-7a), 2,12 (2H, m, H-
12" superposto com metila), 2,13 (3H, s, H-8b), 2,54 (2H, m, H-4), 2,65 (1H,
td, J= 12 Hz ¢ 6,5 Hz, H-4), 2,71 (1H, td, /= 12 Hz ¢ 6,5 Hz, H-4), 3,73 (3H,
s, OMe), 5,11 (2H, m, H-7 e H-11), 5,91 (1H, td, /=7.2 Hz e 1.3 Hz, H-3),
6,37 (1H, 5, H-5).

» RMN “C (125,69 MHz, CDCly/ TMS): § 11,8 (C-7a), 11,8 (C-8b), 15,7
(C-62), 15,8 (C-10'a), 20,6 (C-2'a), 22,1 (C-12)), 22,2 (C-4), 24,0 (C-22), 26,5
(C-8), 27,9 (C-4), 31,4 (C-3), 39,1 (C-5), 39,6" (C-13), 39,6" (C-9), 51,2
(OCH;), 75,1 (C-2), 112,1 (C-5), 1182 (C-4a), 121,6 (C-7), 124,3 (C-11),
124,9 (C-7), 125,7 (C-8), 126,6 (C-2), 134,1 (C-6), 135,0 (C-10), 143,3 (C-
3), 145,6 (C-6), 146,2 (C-8a), 168,5 (C-1).

11.4.9 DADOS ESPECTROSCOPICOS DO COMPOSTO (3)

. I'a
OOCH;

MM 468 g/mol
7 CrgHyOs

(2Z, 6F, 10£)-13-(6-formil-5-hidroxi-2,8-dimetil-3,4-diidro-2H-2~cromenil)-
2,6,10-trimetil-2,6,10-tridecatrienoato de metila
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> Aspecto Fisico: 6leo amarelo

» [ao® +80 (CHCI;, c. 0,1)

» UV (MeOH), Anax: 298 nm

» IV (filme, Ve cm ') 3418, 2925, 2853,1716, 1634, 1331.

> EM de alta resolucio: M “468,28446, calculado para CooHaOs 468,28757
e principais fragmentos m/z (%) 468 (M " 8), 165,0452 (28), 149,0159 (33),
111,1098 (32), 97,0941 (49), 85,0955 (41), 83,0797 (69), 71,0797 (60),
57,0656 (100), 55,0500 (77).

» RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS): 5 1,32 (3H, s, H-2a), 1,58 (3H, s, H-
10'a), 1,60 (3H, s, H-6a), 1,72-1,60 (2H, m, H-13  superposto com metila),
1,87-1,75 (2H, m, H-3), 1,88 (3H, s, H-2'3), 1,97 2H, m, H-9), 2,05 (4H, m,
H-5, H-8), 2,11 (3H, s, H-8b), 2,12 (2H, m, H-12' superposto com metila),
2,54 (2H, m, H-4), 2,68 (2H, m, H-4), 3,72 (3H, 5, OMe), 5,12 (2H, m, H-7 ¢
H-11)), 5,90 (1H, 1d, /<7,3 Hz ¢ 1,4 Hz, H-3), 7,08 (1H, 5, H-7), 9,61 (1H, s,
6a), 11,62 (1H, 5, OH).

» RMN BC (125,69 MHz, CDClLy/ TMS): § 15,3 (C-8b), 15,7 (C-62), 15,7
(C-4), 15,8 (C-10'a), 20,6 (C-2'a), 22,0 (C-12), 23,9 (C-2a), 26,5 (C-8), 27,9
(C-4)), 29,8 (C-3), 39,0 (C-5), 39,5 (C-9), 39,6 (C-13), 51,1 (OCH;), 77.7
(C-2), 108,2 (C-4a), 113,1 (C-6), 118,7 (C-8), 123,7 (C-11), 124,7 (C-7),
126,6 (C-2)), 131,9 (C-7), 134,1 (C-6), 135,4 (C-10), 143,2 (C-3), 159,7 (C-
8a), 160,1 (C-5), 168,4 (C-1), 194,2 (C-6a).
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RESINAS

II1.1 INTRODUCAO

Como mencionade anteriormente, as resinas florais sfo conhecidas em
duas familias de Angiospermae: Euphorbiaceae (Dalechampia) e Guttiferae
(Clusia, Clusiella, Tovomitopsis).

Investigagdes sobre a composicdo quimica das resinas florais de
espécies de Dalechampia mostraram que esta € composta de triterpendides®,
enguanto que as de Clusia sdo compostas basicamente de benzofenonas
poiiisoprenﬂadassg. Estes tipos de compostos e outras estruturas
benzofendnicas do tipo 2,4,6-triidréxi-benzofenonas e alquil-arii-cetonas
poliisopreniladas foram também isoladas nos géneros Garcinia e Rheedia
(subfamilia Clusoideae), nfio somente na resina, mas em diversos orgdos da

pgantaig,{i(),&

, inclusive no latex.

De acordo com relatos da literatura a seguir, as benzofenonas
poliisopreniladas s3io as responsdveis pelas propriedades medicinais das
resinas de espécies da familia Guttiferae.

Delle Monache e col.% investigaram o extrato aceténico da raiz de
Clusia paralicola. A separagdo dos constituintes do extrato levou ao

isolamento da paralicolina A, um fenantreno prenilado, a qual mostrou

atividade in vitro frente a células de carcinoma humano de nasofaringe KB ¢

% a)Oliveira, C.M.; Porto, A.M.; Bittrich, V.; Marsaioli, A.J. Tetrahedron Lett. 1998, 37, 6427-6430,
bs? Oliveira, C.M.; Porto, A.M.; Bittrich, V,; Marsaioli, A.J. Phytochemistry 1999, 50, 1073-1079.

% a) Cuesta-Rubio, O.; Velez-Castro, H.; Frontana-Uribe, B.A.; Cérdenas, J. Phytochemistry 2001,
57, 279-283; b) Henry, G.E ; Jacobs, H.; McLean, S; Reynolds, W.; Yang, J.P. Tetrahedron Left,
1995 36, 4575-4578.

50~ esta-Rubio, O.; Velez-Castro, H.; Cuellar, A.; Rojas, N.; Rastrelli, L.; Aquino, R. J. Nat. Prod.
41999, 62, 1013-1015.

5 Alves, T.M.A; Alves, R.O: Romanha, AJ.: Santos, M.H.; Nagem, J.T.; Zani, C.L. J. Nat. Prod.
1999, 62, 369-371.

52 Delle Monache, F.: Delie Monache, G.; Cavalcanti, J.F.; Pinheiro, R.M. Tefrahedron Letf. 1987,
28, 563-5866.
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RESINAS

células leucémicas P388. Num trabalho posterior realizado por Wall e col.?”,
com o extrato em cloroformio da raiz de C. paralicola, trés novos derivados
bifenilos clusiaparalicolina A, B e C foram isolados. Estes trés compostos
também apresentaram atividade inibit6ria moderada contra células KB.

O extrato organico de 4 membros da familia Guttiferae, Symphonia
globulifera, Garcinia livingstonei, Garcinia ovalifolia e Clusia résea, foram
investigados por Cragg e col.*. Os ensaios de atividade anti-HIV mostraram
que as substancias guttiferona A-E e o xantochymol, sdo os principios ativos
do extrato analisado.

A atividade antimicrobiana das resinas florais de C. grandiflora, C.
insignis, C. lanceolata, C. nemorosa hermafrodita, C. renggerioides, C.
spiritu-sanctensis e C. weddelliana foi comprovada contra véarias bactérias
gram positivas e gram negativas’*,

Recentemente, o estudo do prépolis produzido por abelhas Apis
mellifera em Cuba, forneceu a benzofenona poliisoprenilada nemorosona
como seu constituinte majoritario. Este composto apresentou atividade
citotoxica contra carcinoma epitelial (HeLa), carcinoma epidermoide (Hep-2),
cincer de prostata (PC-3) e cancer do sistema nervoso central (U251), além de
exibir potencial antioxidante®’.

1.** estudaram o exirato etandlico de Gareinia assigu e

Itoigawa e co
isolaram duas novas benzofenonas, isogarcinol 13-O-metil éter e garcinol 13-
O-metil éter, além dos compostos conhecidos isogarcinol, garcinol, clusianona

e macurina. Todos os compostos, com excecfo da macurina, apresentaram

* Wall, M.E.; Seo, E.K.; Huang, L.:Wani, M.C.; Navarro, H.: Mukherjee, R.; Farnsworth, N.R;
Kinghemn, AD. J. Nat. Prod. 1998, 62, 1484-1487.

&4 Cragg, G.M.; Gustafson, K.R.; Blunt, JW.; Munro, M.H.G.; Fuller, RW.; McKee, T.C;
Cardellinall, J.H.; McMahen,J.B.; Boyd, M.R. Tetrahedron 19982, 46, 10093-10102.
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potencial anti-cincer igual ou superior quando comparados com o acido
glicirrético, um conhecido agente antitumoral.

Frente a estas observages, esta etapa do trabalho teve como principal
objetivo isolar, identificar e avaliar a atividade biologica dos constituintes das

resinas de espécies do género Clusia.
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II1.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

M1.2.1 ANALISE QUIMICA DA RESINA DO HIBRIDC DE C
weddelliana X paralicola

Foi investigada nesta etapa do trabalho a resina floral do hibrido
interespecifico C. weddelliana x paralicola (Figura 20), que foi coletado ¢
identificado pelo Dr. Volker Bittrich e que encontra-se em cultivo na area do
Departamento de Biologia da Unicamp. Nosso principal objetivo foi verificar .
alteragBes nas substdncias quimicas produzidas no metabolismo da espécie

hibrida em relagdo aos seus genitores.

Figura 20. Hibrido de C. weddelliana x paralicola

A coleta da resina foi realizada com uma espatula e, em seguida,
dissolvida em acetato de etila. A derivatizacio da resina com diazometano foi
necessaria por torné-la mais estavel, e facilitar o isolamento e caracterizagfo
dos compostos por técnicas espectroscopicas de RMN de 1D e 2D (COSY,
HSQC, g-HMBC), IV e EM.
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Este estudo resultou no isolamento de 3 compostos: metil clusianona

(4), dimetil weddellianona B 5 ¢ dimetil weddellianona A 6, os quais estdo

ilustrados abaixo (Figura 21) e que jé haviam sido isolados e relatados na

- 58,24
literatura > 2%,

| Figura 21. Compostos isolados do hibrido de C. welliana X alicola. o

A quantificaco das resinas florais metiladas dos respectivos parentais
C. weddelliana ¢ C. paralicola fol realizada por Porto ¢ col®, através da
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Esta analise

revelou o composto 4 como o componente majoritario das duas resinas

(Tabela 4).
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Tabela 4. Quantificacio por CLAE das resinas de C. weddelliana e C. paralicola

Resina Floral Composto (Quantificagdo por CLAE %)
C. paralicola 4(74,6);5(4,9), 6 (0,5
C. weddelliana 4 (56,5); 5(7,0),6 (8,5)

Este mesmo resultado foi observado durante o isolamento dos
constituintes da resina da espécie hibrida, onde o composto 4 mostrou-se
responsavel por 32% da massa total desta resina e, 0s compostos 5 € 6 por
1,5% e 1,75%, respectivamente.

O cruzamento entre as espécies diferentes C. weddelliana e C.
paralicola ndc gerou alteracdes significativas nas substincias quimicas
produzidas pela espécie hibrida. Todos compostos isolados também estio

presentes nas espécies genitoras, variando apenas suas abundéincias.

111.2.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO COMPOSTO (4)

OMe 23\ 25

Clusianona ' {49 %

O composto 4 foi obtido na forma de um sélido branco, com p.f. 107-

108°C e [a]p?® +219 (CHCL;, ¢. 1,2).
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O espectro na regifio do IV (E-27) apresentou uma banda de absorg&o
em 1727 cm’' relacionado ao estiramento de uma carbonila ndo conjugada e
em 1644 e 1673 cm”’ referentes ao estiramento de carbonilas conjugadas.

A anélise do espectro de RMN de 'H (E-28) revelou a presenca de 5
hidrogénios arométicos em & 7,83 (2H), 8 7,54 (1H) e & 7,43 (2H), indicando a
presenga de um anel monossubstituido.

Na regifio de & 5,09 (2H) e & 4,81 (1H) observou-se dois sinais
atribuidos a trés hidrogénios olefinicos e em & 1,53 (3H), 8 1,59 (6H), 6 1,65
(3H), 8 1,69 (3H) e 8 1,73 (3H) cinco sinais de metilas vinilicas. Verificou-se
ainda a presenca de dois grupos metilicos em & 0,74 (3H) e 8 1,05 (3H) e um
sinal em 8 3,62 atribuido a uma metoxila.

O espectro de RMN de BC (E-29) revelou 34 sinais, os quais pela
analise de DEPT 135° e 90° (E-30) foram classificados quanto ao padréo de
hidrogenagio como sendo 9 carbonos metinicos, 4 metilénicos, 9 metilicos e
12 ndo hidrogenados (CssHas). A analise de RMN de °C também confirmou a
presenca de duas carbonilas conjugadas em & 1955 e d 195,6, uma nio
conjugada em & 207,7 e um carbono metoxilico em & 60,7, além de trés
unidades isoprenilas em 8: [24,5 (CHy), 120,0 (CH), 134.,2 (Co), 26,1 (CHz),
18,1 (CH3)]; [30,7 (CHy), 122,5 (CH), 133,1 (C,), 25,8 (CHs), 18,0 (CH3)i;
[27,9 (CHa), 120,0 (CH), 133,6 (C,), 25,9 (CH), 17,9 (CH3)].

Comparando os resultados espectroscopicos obtidos com dados da
literatura, este composto foi caracterizado como sendo o derivado metilado do
produto natural clusianona, a qual foi isolada e caracterizada pela primeira vez

da raiz de C. congestiﬂoras’. Mais recentemente, foi encontrada nos frutos de

% pMcCandlish, E.L.; Hanson, J.C.; Stout, G.H. Acta Cryst. 1978, B32, 1793-1800.
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C. sandinensis™ e nas resinas florais de C. spiritu-sanctensis, C. weddelliana
(macho), C. lanceolata (macho), C. burchellii (macho), C. panapanari

(fémea), C. paralicola (macho), C. pernambucensis (fémea) ¢ C. fluminensis

{macho)*.

I1.2.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO COMPOSTO (S)

Weddellianona B

O composto 5 foi obtido na forma de um 6leo amarelo. O espectro na
regido do IV (E-31) apresentou bandas intensas caracteristicas de carbonilas
conjugadas em 1673 cm™' ¢ 1648 cm’.

A analise por espectrometria de massas de baixa resolugio (E-32)
forneceu o pico fon molecular »/z 598 que foi coerente com o valor calculado
para CyoH;540,.

O espectro de RMN de 'H (E-33) revelou a presenca de 5 hidrogénios
aromaticos em d 7,41 (2H), 8 7,50 (1H) e § 7,89 (2H), caracteristicos de um

anel monossubstituido.

% Deile Monache, F.; Delle Monache, G.; Gacs-Baitz, E. Phytochemistry 1891, 30, 2003-2005.
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Na regidio de 8 4,72 e & 4,65 verificou-se dois singletos que foram
atribuidos a 4 hidrogénios referentes 4 duas duplas terminais e em & 5,00 (2H)
e § 5,10 (1H) observou-se dois sinais atribuidos a 3 hidrogénios olefinicos.
Observou-se ainda a presenca de 8 metilas vinilicas em & 1,56 (6H), & 1,62
(6H), & 1,64 (3H) e & 1,69 (SH), além de dois grupos metoxilas em 6 3,50 ¢ 3
4,03.

A analise de RMN de “C (E-34) confirmou a presenga de duas
carbonilas conjugadas em & 196,0 e & 187,7, dois carbonos metoxilicos em o
589 ¢ 8 61,5, ¢ um sinal em & 111,5 referente a dois carbonos metilénicos das
duplas terminais.

O espectro de RMN de C também apresentou vérios carbonos com oS
mesmos deslocamentos quimicos em 8: 43,9 (2CH,), 42,7 (2CH), 147,0 (2C,),
111,5 (2CH,) e 18,1 (2CHs), indicando que este composto apresenta dois
substituintes idénticos.

No experimento de RMN de 'H de diferenca de NOE (NOESY 1D) (E-
35, E-36, E-37) buscamos estabelecer a posigdo correta dos 2 grupos metoxila

na estrutura do composto. Portanto, iniciamos com a irradiagio da metoxila
em 8y 4,03, a qual causou um incremento de 1,29% no sinal em Oy 3,15 (H-
34), um incremento de 0,33% no hidrogénio olefinico em & 5,10 (H-35) e um
incremento de 1,32% no sinal em 8y 1,93-2,04 (H-17, H-18, H-19). Os
hidrogénios em 8y 3,15 (H-34) também foram irradiados e observou-se um
incremento de 3,33% na metoxila em 8y 4,03, um incremento de 2,15% na
metila vinilica em 8y 1,64 (H-38) e um incremento de 1,40% no hidrogénio
vinilico em &y.5,10 (H-35). Estes resultados evidenciam a vizinhanca da

metoxila em & 4,03 com uma unidade isoprenilica.
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A irradiag8o da outra metoxila em 8y 3,50 causou um incremento de
0,69% no hidrogénio aromatico em dy 7,89 (H-29), um incremento de 0,43%
nos hidrogénios da dupla terminal em & 4,65 (H-15) e um incremento de
0,79% na metila vinilica em &y 1,62 (H-16). Analisando todos os resultados
obtidos neste experimento, foi possivel estabelecer as posicdes desses dois
grupos metoxila em &y 4,03 e 8y 3,50 sobre os carbonos C-6 e C-2

respectivamente, conforme a (Figura 22).

4
30 ) X
87,89
o OMe
0.69% 7835

0,79% . :
16 i
5162 5 13 iz
54,65

Figura 22. Incrementos observados no experimento de NOE.

Comparando os dados espectroscopicos obtidos com os dados
reportados na literatura para weddelianona B*e considerando que a resina foi
previamente metilada, este composto foi caracterizado como sendo o derivado

metilado do produto natural weddelianona B.
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T11.2.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO COMPOSTO (6)

Weddellianona A

Este composto foi isolado na forma de um o6leo amarelo com {a]Dm—é@é
(CHCI;, c. 0,49).

O espectro na regifio do IV (E-38) apresentou bandas intensas
caracteristicas de carbonilas conjugadas em 1675 em e 1652 cm™.

A analise do espectro de RMN de 'H (E-39) indicou a presenca de 5
hidrogénios aromaticos em & 7,87 (2H), 8 7,47 (1H) e § 7,40 (2H), sugerindo a
presenca de um anel aromatico monossubstituido.

Na regido de & 4,78 e § 4,65 verificou-se dois singletos que foram
atribuidos aos hidrogénios da dupla terminal e em & 5,00 (ZH) ¢ 8 5,09 (1H)
observou-se dois sinais atribuidos a 3 hidrogénios olefinicos. Verificou-se
ainda a presenca de 7 metilas vinilicas em & 1,58 (3H), 8 1,59 (3H), 6 1,62
(3H), 8 1,65 (6H), 6 1,68 (3H) e & 1,76 (3H), além de dois grupos metoxilas
em & 3,50 e 5 3,97.

O espectro de RMN de BC (E-40) revelou 35 sinais, os quais pela
anélise de DEPT 135° e 90° (E-41) foram classificados quanto a0 padrdo de

hidrogenacfio como sendo 9 carbonos metinicos, 5 metilénicos, 9 metilicos e
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12 n&o hidrogenados (CssHye). A analise de RMN de C também confirmou a
presenga de duas carbonilas conjugadas em & 196,0 € § 187,7, dois carbonos
metoxilicos em 6 58,9 e & 61,7, e um sinal em § 112,6 de carbono metilénico
de dupla terminal.

Analisando os resultados de RMN de 'H e RMN de “C ¢ comparando
com dados da literatura, concluimos que este composto € o derivado metilado
do produto natural weddellianona A, que também se encontra presente nas
resinas de C. weddelliana, C. lanceolata, C. burchelli, C. fluminensis, C.

hilariana, C. panapanari, C. paralicola e C. pernambucensis®.

111.3 ATIVIDADE ANTICANCER

Produtos naturais (vegetais, fungos ou animais) representam a fonte
mais abundante e acessivel de substdncias com estruturas nfio usuais que
apresentam  eficiéncia  antitumoral. Viérios quimioterapicos utilizados
atualmente em diversas neoplasias sfo derivados de produtos naturais como a
vimblastina (Velban®) e vincristina (Oncovi®), isoladas da Vinca rosea, o
etoposideo (Vepesid®, VP 16-213), derivado do Podophyllum peltatum e o
paclitaxel (Taxol®) isolado da arvore Taxus brevifolia (Figura 23).
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Figura 23. Quimioterapicos derivados de plantas.

Raseados no elevado potencial biologico demonstrado pelas plantas,
principalmente as pertencentes 3 familia Guttiferae, esta etapa do trabalho teve
como principal objetivo avaliar a atividade antitumoral das resinas florais de 8
espécies de Clusia: C. grandiflora, C. hilariana, C. renggerioides, C.
nemorosa hermafrodita, C. fluminensis, C. lanceolata, C. paralicola ¢ C.
spiritu-sanctensis. Um levantamento da literatura, descrito na Tabela 5,

mostra os constituintes quimicos presentes nas resinas destas espécies.
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Tabela 5. Compostos quimicos isolados de Clusia.

RESINA COMPOSTOS
C. grandiflora®® Nemorosona, nemorosona I, grandona
C hilariana™ Nemoroscna, weddellianona A, lanceolatona, hilarianona
C.renggerioides’’ Nemorosona I, 7-epi-nemorosona
C nemorosa herm.” >° Nemorosona, hidroxi-nemorosona, xantona
C fluminensis® Clusianona, weddellianona A, lanceolatona, spiritona
C lanceolata® Clusianona, weddellianona A, lanceolatona
C.paralicola® Clusianona, weddellianona A, weddellianona B
C.spiritu-sanctensis*>° | Clusianona, spiritona

IIL.3.1 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA
DE CELULAS CANCEROSAS

Foi avaliada a atividade antiproliferativa das resinas das 8 espécies de
Clusia citadas anteriormente, em 8 linhagens de células de cincer humano:
UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI ADR (mama resistente), 7860
{renal), NCI-460 (pulméo), PC 03 (prostata), OVCAR 03 (ovario) e HT-29
(cdlon). Este estudo foi realizado em colabora¢do com o Prof. Jodo Ernesto de
Carvalho do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas {(CPQBA) de Campinas. Os resultados obtidos neste ensaio estio

ilustrados na Tabela 6.

* Qliveira, C. M. A; Porto, A. L. M. Bittrich, V.; Marsaioli, A. J. Phytochernistry, 1989, 50, 1073-
1079.
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Tabela 6. IC5, das resinas florais de Clusia em células d

e cancer humano.

1Cso (yg/mL)*

Resinas UACC62 | MCF - 7| NCLADR | 786-0 | NCI - 460 | PCO3 | OVCAR 03 | HT 39

C. grandiflora 6,32 66,37 460 |3232] 207 2992 | 23,03 25,14 |
C. hilariana 0,0021 | 0.82 055 | 28| 366 1.87 1,51 0,41

C rengerioides | 245 | 0.80 (17 [ NC | 155 | 1.96 19 093 |
. nemorosa 2,50 1,30 1,44 NC 1,64 2,45 4,42 1,24
C. fluminensis 1,80 0,26 0,53 NC NC 127 1,77 1,18
C. lanceolata 2.69 2,07 168 | 462 072 3,4 3,10 0,001
C. paralicola 1,95 1.52 0.62 |149,1] 054 1,82 8,05 55,6
C. spiritusanctensis 3,29 NC 1,31 NC 0,90 1,78 1,37 1,32
Doxorrubicina 1,74 2,92 232 1057 195 9,33 61,27 52,73

i

* J(Csp — concentragio capaz de inibir 50% do crescimento das células tumorais.

Os resultados de atividade antiproliferativa obtidos para resina de C.
grandiflora néo foram tdo bons como os apresentados para as outras resinas.
Sua agdo citotoxica fol evidenciada somente para células de ovéario e colon.

14 a resina de C. hilariana apresentou resultados muito interessantes.
Entre todas resinas testadas, esta apresentou 0S melhores efeitos inibitdrios
para células de melanoma (ICs0,0021 pg/mL) e de rins (ICs02,89 pg/mb).

A resina de C. renggerioides apresentou boa atividade citotoxica conira
quase todas linhagens celulares, quando comparada 2 doxorrubicina, com

excecdo para as células de melanoma e rins. Seus resultados mais
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significativos foram para as linhagens celulares de ovario (ICs; 1,9 ug/mL) e
colon (ICsy 0,93 pug/mL).

A resina de C. memorosa hermafrodita, assim como as outras,
demonstrou bons resultados neste ensaio, com exceciio para as células de
melanoma, onde nfo apresentou atividade inibitéria satisfatéria.

Os resultados apresentados para resina de C. fluminensis foram mais

interessantes. Entre todas resinas testadas, esta apresentou os melhores efeitos

»»»»»

0,53 pg/mL) e prostata (ICsy 1,27 ug/mL).

J& a resina de C. lanceolata mostrou, entre todas as resinas, a melhor
atividade citotoxica para células de cédlon (ICs 0,001 ug/mL) e C. paralicola,
para células pulmonar {(ICs, 0,54 ug/mL).

A resina de C. spiritu-sanctensis mostrou boa atividade antiproliferativa
para 5 das 8 linhagens celulares avaliadas, sendo a mais ativa em células do
ovario (ICs0 1,37 pg/mL).

Uma andlise geral dos resultados revelou que os metabélitos
secundarios (benzofenonas poliisopreniladas) presentes nas espécies de Clusia
sdo eficientes agentes antitumorais e promissores protétipos para
medicamentos contra diversos tipos de cancer. No entanto, é dificil atribuir o
efeito citotéxico a um determinado composto ou a uma mistura deles.
Observando os compostos, até o momento isolados destas 8 espécies de
Clusia, tentou-se relacionar as estruturas quimicas com as atividades
apresentadas, mas nfo foi possivel correlacionar os dados de uma maneira
l6gica. Por exemplo, C. lanceolata a qual apresenta em sua composicio as
benzofenonas clusianona, weddellianona A e lanceolatona (Tabela 5)

apresentou um Otimo efeito inibitério para células de célon (ICs, 0,001
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ug/ml.). J&a a resina de Cparalicola que apresenta uma composig¢io
semelhante, diferindo apenas por um composto, apresentou o pior resultado
entre todas espécies (1Cs; 55,6 pug/ml). Com base nestes dados poderiamos
sugerir que a atividade esta relacionada a lanceolatona. Porém, C. fluminensis,
que também apresenta esta benzofenona na sua composi¢fo, nfo demonstrou
um resultado tdo expressivo como observado para C. lanceolata. Como
demonstrado neste exemplo podemos fazer outras relacSes semelhantes, mas
ndo conclusivas a respeito da estrutura quimica responsavel pela atividade da
resina. Qualquer tentativa de relacionar estes dados seria mera especulacdo. O
ideal seria avaliar o efeito inibitorio de células cancerosas com cada composto
isoladamente para sabermos, realmente, qual composto ¢ ativo. Infelizmente,
ndo foi possivel isolar os constituintes de todas estas resinas durante este
trabalho. Somente a resina de C. spiritu-sanctensis foi profundamente
investigada, como serd demonstrado a seguir, mas abre-se a perspectiva para
futuros estudos nesta area.

Porém estes dados sfo extremamente valiosos no que diz respeito a
indicag¢do de qual caminho se deve seguir para encontrar novos prototipos para

cada tipo de cancer.
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.32 ISOLAMENTO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTITUMORAL DOS CONSTITUINTES DA RESINA DE

Clusia spiritu-sanctensis

Devido aos bons resultados apresentados pelas resinas brutas no ensaio
citotéxico, procedeu-se ao isolamento, identificacio e avaliacio do potencial
bicldgico dos constituintes puros da resina de C. spiritu-sanctensis a qual
apresentou maior facilidade de separaciio de seus componentes por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), conforme Figura 24. Este
trabatho foi realizado na Universidade de Essen - Alemanha, em colaboragdo
com o Dr. Half Hilger e Dr. David Diaz-Carballo
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Figura 24. Cromatograma da resina bruta de C. spiritu-sanciensis

Nesta técnica de separac8o empregamos uma coluna de fase reversa sob
condiges isotérmicas (40+ 1°C) e utilizamos como fase mével formiato de
amonio, metanol e .acetonitrila em modo gradiente. Foi possivel separar 4
compostos puros: A (Tg = 22,8 min), B (Tg = 25,22 min), C (T = 36,39 min)
e D (Tr = 38,68 min). Devido a pouca quantidade obtida, somente o composto

A foi analisado por técnicas de RMN de 'H e °C, e os resultados obtidos
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indicam que este composto corresponde a Clusianona. A seguir, estes

compostos tiveram seu potencial antineoplasico avaliado individualmente em
células de carcinoma de colon (HCT-8), utilizando mesmo procedimento
descrito no item II1.3.1. Os resultados obtidos estfo expressos na Tabela 7

abaixo.

Tabela 7. Concentra¢fo inibitoria dos compostos puros.

COMPOSTO  ICs, (ug/mL)

A 23,5
B 6,25
C 50,0
D 5,65

Analisando os resultados pode-se constatar que os compostos B e D
apresentam elevada agfo citotéxica para células de carcinoma de célon
quando comparados a Doxorrubicina (ICsy 52,73 pg/mL). Entdo, achamos
relevante avaliarmos em que etapa do Ciclo Celular estes compostos (B e D)
estariam inibindo a replicagdo do DNA defeituoso (cincer).

O Ciclo Celular (Figura 25) ¢ composto de uma seqiiéncia ordenada de
fases (G1, S, G2 e M) que ocorrem desde a formagdo de uma célula até sua

propria divisdo em duas células filhas.
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O CICLO CELULAR

Gelufz com cromessomes no nigies

S 7
Separagie dos cramdssomns
G2

sy

Chtula coan commossomos duplicados

Figura 25. Fases do Ciclo celular.

A Fase G1 compreende o tempo decorrido entre o final da Mitose e o
inicio da Sintese. Neste periodo a célula aumenta de tamanho ¢ prepara as
proteinas de que necessita para a sintese de DNA. Na Fase S ocorre a sintese
do DNA e a duplicagfio desse material hereditario nos cromossomos. A Fase
seguinte (G2}, a qual compreende o periodo entre o final da sintese e o inicio
da mitose, representa um tempo adicional para o crescimento celular, de
maneira que a célula possa assegurar uma completa replicacio do DNA antes
da Mitose. Finalmente, na fase Mitética (M), o DNA duplicado ¢
equitativamente dividido entre as duas células filhas®®,

Distirbios nas fases do Ciclo Celular podem gerar doengas graves,

como algumas altera¢Bes cromossdémicas e o cancer. Portanto, este € regulado

8 Lewin, B. Genes VII 20090, Oxford University Press, 835-874.

86



para parar em pontos especificos onde sfo checados as condigdes do meio

extracelular e da propria célula. S8o conhecidos dois pontos de controle:

¢ em G1- antes da célula entrar na fase S

¢ em (G2~ antes da célula entrar em Mitose.

Se for constatada alguma anormalidade em qualquer um destes pontos,
o ciclo celular ¢ temporariamente interrompido até que o defeito seja reparado.
Hste controle ¢ realizado por proteinas altamente especificas, denominadas
ciclinas,

A avaliacdo do Ciclo Celular foi realizada no aparelho de Citometria de
Fluxo Coulter Epics XL, o gual se baseiz em captar a quantidade de
fluorescéncia emitida por uma populagfio celular em suspensfo, com o uso de
raio laser ¢ de iodeto de propidic como agente fluorescente. O equipamento
(Figura 26) fornece graficos especificos (histograma de DNA), a partir da
correlacdio entre o nimero de células em cada Fase do Ciclo Celular e seu
contetudo de DNA.

Conente de PP
Céldas .

Laser

WRREER R B SRS B R

g
- Yermelho

ensor 30° [38)

Sensar

Frortal [F5)

BHE R ER R Y

Larania
Yerde

Figura 26. Representagio esquematica de um Citémetro de Fluxo.
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Para esta andlise aplicamos 2 vezes a ICsy dos compostos B ¢ D na

suspensdo celular, e os histogramas obtidos sdo mostrados abaixo:
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Histogramsz 1. Controle Histograma 2. Composto B Histograma 3. Composto D

Analisando os resultados pode-se observar que os dois compostos
inibem a proliferagéo celular em algum estagio do ciclo celular. Comparando
as células tratadas com o composto B (Histograma 2) com as células controle
(Histograma 1), notamos uma diminui¢o no nGimero de células na fase S do
ciclo celular onde ocorre a duplicagdo do DNA. Isto indica que este composto
interfere na proliferagdo celular em S. J& o composto D (Histograma 3)
quando comparado as células controle, apresenta uma diminuicfio acentuada
no namero de células tanto na fase S quanto na fase G2. O que indica que este
composto bloqueia a continuidade do ciclo celular na primeira fase (G1). A
inibic#o nesta etapa (G1) € desejével, ja que o processo de sintese e duplicacio
do DNA nio € iniciado, evitando assim, a multiplicagfo de células cancerosas.

Esta andlise mostrou que estes compostos, em baixas concentragdes, sio
capazes de interferir na proliferagio celular, bem como a fase do ciclo celular

em que isto ocorre.
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111.3.3 TESTE DE INIBICAO DE TOPOISOMERASE

As drogas antineoplésicas podem apresentar varios mecanismos de acZo
a fim de impedir a proliferacdo de células cancerosas, entre eles a inibicio da
‘topoisO,i‘rﬂeraseég’7@’7E .

As topoisomerases sdo enzimas que controlam ¢ modificam os estados
topologicos do DNA. Os mecanismos basicos de acfio dessas enzimas sobre o
DNA podem ser resumidos em: quebra de uma das fitas de DNA, passagem da
oufra fita através do corte seguida de re-ligacfo da fita cortada. Com isso,
essas enzimas permitem a diminuigdo da tens8o nas fitas de DNA e o maior
acesso de outras enzimas essenciais para a replicacio do DNA, transcricéo,
reparo, recombinacéo, etc’.

Atualmente, s8o conhecidas dois tipos de topoisomerases: aleall. A
caracteristica comum a todas as topoisomerases ¢ a sua capacidade de quebrar
e refazer ligacOes fosfodiéster presentes em toda extenséo do DNA. As drogas
que interagem com a topoisomerase [ sdo representadas pelos analogos da
Camptotecina, que interagem com o complexo formado pela enzima-DNA,
prevenindo a re-ligacfo da fita, apds o corte realizado pela topoisomerase. O
tratamento com essas drogas geralmente paralisa o ciclo celular na fase G, ou
induzem apoptose das células paralisadas na fase S do ciclo celular. A
topoisomerase II ¢ o alvo de muitas outras drogas, tais como as
aminoacridinas, as antraciclinas (doxorrubicina, idarrubicina) e as
epipodofilotoxinas (etoposideo e tenoposideo). Essas drogas inibidoras de

topoisomerase Il interagem com o DNA, intercalando-se entre os pares de

% Drlica, K.; Franco, R.J. Biochemistry 1998, 27, 2253-2259.

" Gewirtz, D.A Biochem. Pharmacol 1998, 57, 727-741.

™ Wang, H.; Mao, Y.; Zhou, N.; Hu,; Hsieh, T.S.; Liu, L.F. The J. Biological Chem. 2001, 276,
15990-15995.

"2 Biornsti, M.A. Curr. Opin. Struc. Biol. 1991, 1, 99-103.
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bases nucleotideas, inibindo a re-ligagio do DNA quebrado, gerando
conseqiientes danos a sintese de DNA™7*.

A busca por agentes inibidores mais eficientes motivaram-nos a
investigar a possivel acfo dos compostos isolados de C. spiritu-sanctensis
sobre a atividade da topoisomerase. Este estudo foi realizado no Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP/SP, em colaboragio com o Prof. Gabriel Padilha
¢ a pos doutoranda Renata Ligia de Aradjo Furlan.

Para estabelecer a agfio dos compostos frente & topoisomerase foram
testadas diferentes concentragdes de A, B, C e D, tais como: 10, 30, 50, 70,
100 ng/ul., que foram incubadas com a topoisomerase ¢ o0 DNA de plasmidio
em tampéo fosfato salino (PBS KS+). A reagio foi incubada por 15 minutos a
30°C. Para interromper a reag¢dc enzimética, as amostras foram colocadas no
gelo e imediatamente foi adicionado o tampdo de amostra. O resultado foi
determinado em gel de agarose 0,7% a 80V e as andlises de quantificagdo
foram feitas no programa GelAnalysis.

Os resultados dos ensaios foram determinados, através dos efeitos da
topoisomerase no relaxamento do DNA superespiralado que, por sua vez,
pode ser alterado pela acdo das drogas. O composto A testado foi o que

apresentou melhor resuitado (Figura 27).

3 Felix, C.A Medical and Pediatric Oncology 2001, 36, 525-535.
™ Wilmore, E.; Errington, F.; Tiby, M.J.; Austin, C.A. Biochem. Pharmacol. 2002, 63, 1807-1815.
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Figura 27. Ensaio de atividade da fopoisomerase. 1. Lambda Hind IIi, 2. PBS kS 60ng, 3. PBS kS
60ng + topo, 4. PBS kS 60ng + topo + 10 ng/ ul. A, 5. PBS kS 60ng - topo + 30 ng/ uL A, 6. PBS
kS 60ng + topo + 50 ng/ ul. A, 7. PBS kS 60ng -+ topo + 70 ng/ ul. A, 8. PBS kS 60ng + topo + 100
ng/ ul. A. DNA superespiralado (SC) [, DNA circular (Cir) [

A anélise deste gel mostrou que quando o plasmidic estd em presenca
da topoisomerase (canaleta 3), hé uma redugfio acentuada da banda que refere-
se ao DNA superespiralado e, conseqiientemente, um aumento da banda
circular quando comparada com a canaleta 2. Nas rea¢les enzimaticas que
continham 70 e 100 ng/ul. do composto A, foi verificado um efeito muito
baixo da atividade da topoisomerase, como pode ser observado através das
conceniragdes de DNA superespiralade (SE) e circular (Cir) descriminados na
Tabela 8.

Tabela 8. ConcentragSes de DNA superespiralado e circular apos aplicagéio do composto A.

Canaleta SE Cir
2 64,73% 35,27%
3 11,14% 88,86%
4 20,00% 80,00%
5 40,87% 59,13%
6 46,61% 53,39%
7 62.97% 37,03%
8 63 .65% 34,35%
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Estes resultados sugerem que o composto A é capaz de inibir a
atividade da topoisomerase nas concentraces de 70 e 100 ng/ul, um
resultado melhor do que o observado para a doxorrubicina, que ¢ a droga mais
utilizada no tratamento de diversos tipos de céncer ¢ que também atua de
forma a inibir a topoisomerase.

Os compostos B, C ¢ D também apresentaram uma diminui¢8o na acfo
da topoisomerase (Figura 28), porém, quando comparados com os resultados

de A, um efeito menor na inibigio desta enzima foi observado (Tabela 9.

Figura 28. Ensaio de atividade da topoisomerase. 1. Lambda Hind TIL, 2. PBS kS 60ng, 3. PBS kS
60ng + topo, 4. PBS kS 60ng + topo + 10 ng/ ul. B, 5. PBS kS 60ng + topo + 30 ng/ ul. B, 6. PBS
kS 60ng + topo + 50 ng/ ul. B, 7. PBS kS 60ng + topo -+ 70 ng/ uL. B, 8. PBS kS 60ng + topo -+ 100
ng/ ul B, 9. sen amostra, 10. PBS kS 60ng + topo + 11 ng/ul C, 11. PBS kS 60ng + topo + 30 ng/
ul. C, 12. PBS kS 60ng + topo + 50 ng/ uL. C, 13. PBS kS 60ng + topo + 70 ng/ ul. C, 14. PBS kS
60ng + topo + 100 ng/ ul. C, 15. sem amostra, 16. PBS kS 60ng + topo + 11 ng/ uL D, 17. PBS kS
60ng + topo + 30 ng/ uL. D, 18. PBS kS 60ng + topo + 50 ng/ ul. D, 19. PRS kS 60ng + topo + 70
ng/ ul. D, 20. PBS kS 60ng + topo + 100 ng/ ul. D.
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Tabela 9. Concentragdes de DNA superespiralado e circular apds aplicacio dos compostos B, C e
D.

Canaleta DNA SE DNA Cir
2 91% 5%
3 29% 71%
4 28% 72%
5 32% 68%
6 52% 48%
7 68% 32%
8 70% 30%
10 19% 81%
11 42% 58%
12 53% 47%
13 59% 41%
14 56% 44%
16 23% T7%
17 34% 66%
18 56% 44%
19 69% 31%
20 67% 33%

No entanto, este ensaio revelou gue o mecanismo de acfio destes
compostos, principalmente A (clusianona), esta na inibi¢do da acdo da enzima
topoisomerase, interferindo no relaxamento do DNA superespiralado e,
conseqilentemente, inviabilizando o crescimento celular. Pode-se sugerir
também, que a atividade antineopldsica apresentada nos testes anteriores,
deve-se a quebra do ciclo celular, uma vez que, estes compostos inibidores

congelam o complexo DNA-toposiomerase levando a sua fragmentagdo por
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apoptose. Além disso, evidenciou a importincia das benzofenonas como

potenciais agentes terapéuticos no tratamento das diversas neoplasias.

111.4 CONCLUSAO

¢ O estudo da composiciio quimica da resina do hibrido interespecifico

C.weddelliana x C.paralicola revelou a presenca dos mesmos compostos j&
isolados e caracterizados nos seus genitores, porém em abundéancias
diferentes. As benzofenonas metil clusianona, dimetil weddellianona A e
dimetil weddellianona B foram os trés compostos encontrados sendo a metil
clusianona seu constituinte majoritdrio responsavel por 32% da constituiciio
total desta resina, seguida da dimetil weddellianona A (1,75%) e dimetil

weddellianona B (1,50%).

¢ O ensaio de atividade antiproliferativa com as 8 resinas de espécies de
Clusia C. grandiflora, C. hilariana, C. renggerioides, C. nemorosa
hermafrodita, C. fluminensis, C. lanceolata, C. paralicola e C. spiritu-
sanctensis moStrou que os constituintes destas resinas, basicamente
benzofenonas  poliisopreniladas, apresentam pronunciada atividade
antitumoral para algumas linhagens celulares, quando comparados a
Doxorrubicina. Estes resultados também revelam uma nova e promissora

classe de compostos no tratamento de diversos tipos de c¢ancer.

¢ O estudo da resina de C.spiritu-sanctensis por cromatografia liquida de alta

eficiéncia permitiu o isolamento de 4 compostos (A, B, C e D). Apés a analise
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dos dados espectrais pode constatar gue o composto A € a clusianona. E os

demais, infelizmente ndo puderam ter suas estruturas definidas devido a pouca
quantidade obtida. O ensaio de atividade antiproliferativa com estes 4
compostos constatou que os compostos B (ICs, 6,25 ug/ml) e D (ICs; 5,65
ug/mL) possuem elevada atividade citotdxica para células de carcinoma de
colon (Doxorrubicina (ICsy 52,73 ug/ml)). E, na avaliac8o do ciclo celular,
podemos observar que o composto B inibe a proliferacdo celular na fase §,
enquanto o composto D atua na primeira fase (G1) bloqueando a continuidade

do ciclo celular.

¢ A investigacdo do mecanismo de agdo destes compostos (A, B, C e D)

revelou que estes atuam inibindo a acfo da enzima topoisomerase no
relaxamento das fitas de DNA e, consequentemente, afetam o crescimento

celular.
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HL.5 PARTE EXPERIMENTAL

Os materiais e equipamentos utilizados no estudo das resinas estdo

descritos no item I1.4.1, com as seguintes excecSes:

¥ Anilises por Cromatografia Liquida - foram feitas no HPLC Waters
Alliance 2695 (Waters Corporation) com detector de absorcio na regifio do
UV visivel, equipado com uma coluna (4x250 mm, 4um) Nucleosil C-18
(Macherey-Nagel), sob condi¢Ges isotérmicas (40 %1°C) e utilizando como
fase movel formiato de aménio, metanol e acetonitrila (Merck) em modo

gradiente.

¥ Analises por Citometria de Fluxo — foram feitas no equipamento Coulter
Epics XL (Beckman Coulter) usando o software XL System II (procedimento
no item II1.5.5).

II1.5.1 MATERIAL VEGETAL

As espécies de Clusia estudadas foram coletadas e identificadas pelo
Dr. Volker Bittrich do Instituto de Biologia da Unicamp e as voucher
specimens depositadas no Herbério da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), conforme Tabela 10.
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Tabela 10. Espécies estudadas durante a execugio deste trabatho.

ESPECIES N°EXCICATA
Clusia grandiflora Splitg, #95/153 fem.
Clusia hilariana Schitdl. # 97/248 masc,
Clusia renggerioides Planch. & Triana #97/1 masc.
Clusia fluminensis Planch & Triana #97/249 masc.
Clusia spirvitu-sanctensis G. Mariz # 95/185 masc.
Clusia lanceolata Cambess. # 96/27 fem.
Clusia paralicola G. Mariz # 97/5a masc.
Clusia nemorosa G. Mey. #95/150 herm.

111.5.2 EXTRACAO DAS RESINAS

As resinas foram cuidadosamente coletadas utilizando-se espétula e, a
seguir, dissolvidas em solvente organico (acetato de etila). A solugdo foi seca
sobre Na,SO; anidro, o solvente removido em evaporador rotativo ¢ ¢ residuo
metilado com solu¢io etérea de diazometano. A derivatizagdo permitiu o uso
da cromatografia em coluna e em camada espessa preparativa na purificagio

dos compostos sem que houvesse decomposigao.

111.5.3 ANALISE QUIMICA DO HIBRIDO C. weddelliana x
paralicola

A resina metilada (2,0 g) foi submetida 4 cromatografia em coluna
usando um gradiente de hexano:AcOEt (0% a 20% de acetato de etila). Foram

obtidas 7 fracBes e somente as fragdes 4, 5 e 6 foram estudadas.
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A fragdo 4 (0,750 g) foi submetida & cromatografia em coluna. O
composto 4 foi eluido com uma mistura de hexano:AcOEt 3% (0,647 g, 32%).

A fragdo 5 (0,210 g) foi inicialmente submetida & cromatografia em
camada espessa preparativa continua (15 horas), usando como eluente
hexano:AcOEt 2%. Obteve-se 2 fragdes: 51 (0,090 g) e 52 (0,090 g).

A fragdo 52 foi analisada por cromatografia em camada espessa
preparativa impregnada com AgNQO; 10%, usandc como eluente uma mistura
de benzeno:AcOEt 2,5%. Apds 5 corridas, o composto 5§ foi isolado (0,030 g,
1,5%).

A fracdo 6 {0,226 g) fol primeiramente submetida 2 cromatografia em
camada espessa preparativa continua (6 horas), usando como eluente
hexano:AcOEt 3%. Obteve-se 2 fracdes: 61 (0,050 g) e 62 (0,010g).

A fracdo 61 foi submetida & cromatografia em camada espessa
preparativa continua (5 horas) usando como eluente hexano:AcOEt 3%.

Obteve-se o composto 6 (0,035 g) com 1,75% de rendimento.

I11.5.4 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

As células utilizadas no ensaio citotéxico foram doadas pelo Instituto
Nacional do Cincer, Washington/USA, e cultivadas em frascos de 25 cm®
(Nunc Brand Products) contendo 5 mL de meio de cultura RPMI 1640 com
5% de soro fetal bovino (Gibco BRL Life Technologies). Adicionou-se 100
uL desta suspensao celular em cada pogo das 8 placas de cultura celular (Nunc
Brand Products). Estas foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de
5% de CO, e 100% de umidade. Apés, as solucdes das resinas em DMSO
foram adicionadas em diferentes concentra¢des (0,25; 2,5; 25,0 e 250 ug/mL)
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e incubou-se, novamente, por 48 horas a 37°C. Entéo, o meio foi removido, 50

uL de solugdo colorante de sulforodamina B 0,4% em acido acético 1%foi
adicionado. As placas foram incubadas a 4°C durante 30 minutos e, apds esse
periodo, foram lavadas 4 vezes com uma solugo de acido acético 1% e secas
4 temperatura ambiente. O corante ligado as proteinas celulares foi
solubilizado com uma solugdo de Trizma Base na concentragiio de 10 uM e
pH 10,5 por 5 minutos em ulirassom. A leitura espectrofotométrica da
absorbéncia foi realizada em 560 nm em um leitor de microplacas.

Foram calculadas as médias das absorbédncias descontadas de seus
respectivos brancos e, através da férmula abaixo, foi determinada a inibicfo de
crescimento (IC) de cada amostra.

100 x [(T-To)y/(C-Tp)]
Onde:
T- é a média da absorbincia da célula tratada;

C- ¢ o controle;

To- € o controle das células no dia da adig@o das drogas.

& Se T>C a droga estimulou o crescimento, ndo apresenta IC.
¢ Se T=T, mas <C, a droga ¢ citostatica

¢ Se T<T, a droga ¢ citocida
O resultado obtido foi subtraide de 100%, obtendo-se entdo, a

porcentagem de inibi¢do de crescimento. As amostras foram consideradas

ativas quando apresentaram inibigdo de crescimento superior a 50%.
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11.5.5 AVALIACAO DO CICLO CELULAR

Neste ensaio foram utilizadas células HCT-8 que foram cultivadas em
frascos de 25 cm” contendo 5 mL de meio de cultura RPMI 1640 com 5% de
soro fetal bovino (Gibco BRL Life Technologies). Um frasco foi tratado com
a solucfio etandlica do composto B na concentragfio de 12,5 ug/mL e outro
com uma solucdo etandlica do composto D na concentragio de 11,30 pg/mL
por um periodo de 4h a 37°C. Apls o tratamento, o meio de cultura foi
removido e as células aderidas foram tratadas com 1,5 mL de trypsina
{Nutricell Cell Nutrient) e ressuspendidas em 5 mL de meio de cultura RPMI
1640 com 5% de soro fetal bovino. Em seguida, foram centrifugadas por 5
min 2 1500 rpm, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em
PBS (136,8 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,). As
células foram fixadas com 3 mL de etanol 80% por uma noite a 4°C. No dia
seguinte, a suspensdo celular foi centrifugada e lavada com 5 mL de PBS para
remover 0 excesso de etanol. Apéds, foram tratadas por 30 minutos com 0,5
mL de uma solugdo contendo 4 pg/ml de iodeto de propidio, 0,1 % de RNase
(Img/mL} e 1% de Triton X-100 (Sigma Chemical Co.), e analisadas no
Citdmetro de Fluxo Coulter Epics XL.
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I11.5.6 TESTE DE INIBICAO DE TOPOISOMERASE

A extrago da topoisomerase foi feita a partir de células promielociticas
HL-60 que foram cultivadas no meio RPMI 1640 suplementado com 2 mM L-
glutamina, 10mM tampdo HEPES, 10% de soro bovino fetal (FBS, Gibeo
BRL Life Technologies) e 1% penicilina/ estreptomicina (Gibce BRL Life
Technologies) sob atmosfera de 5% CO,,

Para estabelecer acdo dos compostos frente a topoisomerase foram
testadas diferentes concentragdes de A, B, C e D, tais como: 10, 30, 50, 70,
100 mM, que foram incubadas com lunidade de topoisomerase em tampéo
contendo 0,5 mM DTT e 0,5 mM ATP mais 60ng de DNA de plasmidio em
solucdo tampdo fosfato saline PBS (KS+) (Stratagene). A reacéo foi incubada
por 15 minutos a 30°C. Para interromper a reagdo enzimatica as amostras
foram colocadas no gelo e imediatamente foi adicionado o tampao de amostra
(DNA- loading buffer). O resultado foi determinado em gel de agarose 0,7% a
80V com um tempo de corrida de aproximadamente 2 horas. As andlises de
quantificagfo foram feitas no programa GelAnalysis (desenvolvido pelo

doutorando Felix Mas, Instituto de Fisica da USP).
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111.5.7 DADOS ESPECTROSCOPICOS DO COMPOSTO (4)

MM 516 g/mol
C34Hy4 0Oy

Metil clusianona

» Aspecto Fisico: solido branco

> P.JF.: 107-108 °C

> [ap® +219 (CHCL;, ¢. 1,2)

> IV (KBr, Vimax cm™): 2967, 1727, 1673, 1644, 1581

» RMN 'H (500 MHz, CDCl;/ TMS): § 0,74 (3H, s, H-32 axial), 1,05 (3H, s,
H-33 equatorial), 1,44 (1H, t, J=13,25 Hz, H-6 axial), 1,53 (3H, s, H-26), 1,59
(6H, s, H-13 e H-14), 1,65 (3H, s, H-31), 1,69 (3H, s, H-30), 1,73 (3H, s, H-
25), 1,73 (1H, sobreposicdo, H-27), 1,90 (1H, m, H-7), 2,07 (1H, dd, }=13.,7
Hz e 4,3 Hz, H-6 equatorial}, 2,16 (1H, di, J=11,3 Hz, H-27), 2,46 (1H, dd,
J=13,0 Hz e 5,2 Hz, H-10), 2,51 (2H, m, H-22), 2,56 (1H, dd, J=13,0 ¢ 5,2 Hz,
H-10), 3,62 (3H, s, OMe), 4,81 (1H, m, H-11), 5,09 (2H, m, H-23 e H-28),
7,43 (2H, tl, J=7,8 Hz, H-18 ¢ H-20), 7,54 (1H, tt, J=7,3 Hz e 1,2 Hz, H-19),
7,83 (2H, dd, J=8,0 Hz ¢ 1,2 Hz, H-17 e H-21)

> RMN “C (125,69 MHz, CDCL/ TMS): § 15,9 (C-32), 17,9 (C-31), 18,0
(C-26), 18,1 (C-14), 22,4 (C-33), 24,5 (C-10), 25,8 (C-25), 25,9 (C-29), 26,1
(C-13), 27,9 (C-27), 30,7 (C-22), 40,2 (C-6), 41,7 (C-7), 47,0 (C-8), 57,7 (C-
5), 60,7 (OMe), 71,0 (C-1), 120,0 (C-11 e C-28), 122,5 (C-23), 122.,6 (C-3),
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128,6 (C-18 e C-20), 129,2 (C-17 e C-21), 133,1 (C-24), 133,4 (C-19), 133,6
(C-29), 134,2 (C-12), 137,9 (C-16), 172,9 (C-4), 195,5 (C-2), 195,6 (C-15),
207,7 (C-9).

111.5.8 DADOS ESPECTROSCOPICOS DO COMPOSTO (5)

MM 598 g/mol
CyoHs404

Dimetil weddellianona B

» Aspecto Fisico: 6leo amarelo

» TV (filme, Viax em’): 2970, 2927, 1673, 1648, 1453, 1226

> EM de baixa resolucfio: M °598, calculado para CyHs4O4

» RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS): § 1,56 (6H, s, H-13, H-23), 1,62 (6H,
s, H-16 e H-24), 1,64 (3H, s, H-38), 1,69 (9H, s, H-12, H-22 e H-37), 1,93-
2,04 (10H, m, H-7, H-8, H-9, H-17, H-18 e H-19), 3,18 (2H, d, J=6,5 Hz, H-
34), 3,50 (3H, s, OMe), 4,03 (3H, s, OMe), 4,65 (2H, s, H-15 ¢ H-25), 4,72
(2H, s, H-15 e H-25), 5,00 (2H, s, t, H-10 e H-20), 5,10 (1H, m, H-35), 7,41
(2H, t, }=7,7 Hz, H-30 ¢ H-32), 7,50 (1H, t, J=7,5 Hz, H-31), 7,89 (2H, dd,
J=7,0Hz e 1,0 Hz, H-29 e H-33)
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> RMN "C (125,69 MHz, CDCly/ TMS): § 18,0 (C-38), 18,1 (C-16 ¢ C-26),
19,1 (C-13 e C-23), 23,2 (C-34), 25,6 (C-37), 25,9 (C-12 € C-22), 33,4 (C9 &
C-19), 42,7 (C-8 e C-18), 43,9 (C-7 e C-17), 52,7 (C-1), 58,9 (OMe), 61,5
(OMe), 111,5 (C-15 e C-25), 118,4 (C-5), 120,7 (C-35), 122,6 (C-10 e C-20),
122,8 (C-3), 128,8 (C-30 e C-32), 129,2 (C-29 e C-33), 131,4 (C-31), 131,9
(C-36), 132,7 (C-11 e C-21), 138,5 (C-28), 147,0 (C-14 e C-24), 169,5 (C-6),
169,6 (C-2), 187,7 (C-4), 196,0 (C-27).

111.5.9 DADOS ESPECTROSCOPICOS DO COMPOSTO (6)

MM 530 g/mol
= CasHys04

Dimetil weddellianona A

» Aspecto Fisico: 0leo amarelo

» [a]p?® —46 (CHCI;, c. 0,49).

» IV (filme, Vi, cm™): 2969, 2931, 1675, 1652, 1448, 1365.

» RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS): § 1,58 (3H, s, H-21), 1,59 (3H, s, H-
13), 1,62 (3H, s, H-16), 1,65 (6H, s, H-32 e H-33), 1,68 (3H, s, H-12), 1,76
(3H, s, H-20), 1,97 (3H, sl, H-8 e H-9), 2,12 (ZH, m, H-7), 2,51 (1H, dd,
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J=15,0 Hz e 5,1 Hz, H-17), 2,62 (1H, dd, J=15,0 Hz & 9,0 Hz, H-17), 3,12
(1H, dd, J=11,7 Hz e 6,2 Hz, H-29), 3,21 (1H, dd, J=12,0 Hz ¢ 6,2 Hz, H-29),
3,50 (3H, s, OMe), 3,97 (3H, s, OMe), 4,65 (1H, s, H-15), 4,78 (1H, s, H-15),
5.0 (2H, s, H-10 e H-18), 5,09 (1H, m, H-30), 7,40 (H, t, }=7,3 Hz, H-25 ¢
H-27), 7,47 (1H, t, J=7,3 Hz, H-26), 7,87 (2H, d, J= 7,0 Hz, H-24 e H-28).

> RMN °C (125,69 MHz, CDCly/ TMS): § 18,0 (C-21 e C-23), 18,1 (C-13),
18,6 (C-16), 22,9 (C-29), 25,6 (C-32), 25,8 (C-12), 26,1 (C-20), 33,7 (C-9),
37,8 (C-17), 40,1 (C-7), 44,4 (C-8), 53,3 (C-1), 58,9 (OMe), 61,7 (OMe),
112,3 (C-15), 118,5 (C-18), 122,5 (C-5 e C-10), 122,6 (C-3), 122,8 (C-30),
1284 (C-25 e C-27), 129,0 (C-24 e C-28), 131,8 (C-11 e C-31), 132,7 (C-26),
134.6 (C-19), 138,5 (C-23), 146,3 (C-14), 169,3 (C-2), 169,5 (C-6), 187,7 (C-
4), 196,0 (C-22).
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E-10 Espectro de RMN de °C DEPT 135° e DEPT 90° (125,69 MHz, CDCl;) do composto (2)
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E-30 Espectro de RMN de ’C DEPT 135° e DEPT 90° (125,69 MHz, CDCl;) do composte (4)
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E-34 Espectro de RMN de "C (125,69 MHz, CDCl;) do composto (5)
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