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RESUMO

Palavras-chave:- Himafanthus obovatus, lignanas, iridéides, nor-isoprendides

Nosso trabalho tem por objetivo o isolamento e a elucidacdo estrutural dos
metabolitos secundarios de Himafanthus obovatus (familia Apocynaceas, sub-familia
Rauvolficideas). Apenas cinco espécies de Himatanthus jé foram estudadas do ponto de
vista quimico. O material de H. obovafus utilizado nesse trabalho foi coletado na
Chapada dos Guimar@es (MT) e em Casa Branca (8SP). Utilizands diferentes
metodologias de exiracéo e tratamento dos extratos etandlicos brutos foram isoladas 5
lignanas: pinoresinol, isolariciresinol, hidroxipinoresinol, lariciresino! e olivik 3 nor-
isoprendides: blumenoi G, blumenol A & um nor-isoprendide inédito; ¢ iridbide plumieride,

misturas dos terpenocs: acetaio de lupeol + acetato de a-amirina + acetato de B-amirinag +

germanicol e stigmastero! + B-sitostero! + campesterol e, apés a acetilacdo do extrato
etandlico bruto, ¢ glicitol inositol. Os exiratos Diclorometéanico (CDCb) e Etandlico
(CECb) da casca de H. obovatus (Casa Branca (SP) foram submetidos aos testes com
Artemia salina Leach. e de atividade antiproliferativa frente & 4 linhagens celulares
derivadas de tumores humanos: leucemia (K562), pulmao (NCI460), melanoma
(UACCB2) e mama (MCF7). Os resultados dos dois testes foram bastante coerentes, ja
que ambos mosiraram resultados promissores para 0 extratc CDCb. Os testes de
bioautografia foram realizados com os exiratos da casca de H. obovatus (Casa Branca):
CHCb (heptano), CDCb (diclorometano) e CECb (etanol) @ com as substancias isoladas:
pinoresinol, isolariciresinol, blumenol C, biumenol A, nor-isoprendide inédito,
hidroxipinoresinol, lariciresinol, plumieride e inositol, frente aos fungos: Alfernaria
alternata, Aspergillus fumigatus, A. niger, Candida albicans, Cladosporium
cladosporicides, Fusarnum oxysporium, Peniciflium oxalicum, P. funicullosum e Rhizopus
orizae. e frente as bactérias: Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Salmonella typhimunim, Staphilococcus aureus e Strepfococcus mutans. Foram
observadas atividades bactericida para as lignanas: isolariciresinol frente & bactéria S.
mutans & lariciresinol frente & bactéeria S. aureus. Os compostos isolados de H. obovatus
permitiram comparar filogeneticamente este género aos géneros Tabernaemontana e
Rauvolfia (pertencentes as mesmas familia e sub-familia), estudados anteriormente em
nosso grupo de pesqguisas e ricos em alcaldides inddlicos.



ABSTRACT

Key words - Himatanthus obovatus, lignans, iridoids, nor-isoprenoids,

Qur cbjective is the isclation and identification of the compounds from Himatanthus
obovatus (Tamily Apocynaceae and sub-family Rauvolficideae). Five species from genus
Himatanthus have peen chemically studied. H. obovatus was collected in Chapada dos
Guimaraes (M7 state, Brazil) and in Casa Branca {SP state, Brazil). We used different
methodologies for exiraction and purification of the exiracts, vielding 5 lignans:
pinoresinol, isolariciresinol, hydroxypinoresinol, lariciresinel and olivil; 3 nor-isoprenoids:
biumenci C, blumenol A and one unknown nor-isoprenocid; the iridoid plumieride, a
mixture of terpenes: lupeol acelate + g-amirin acetate + B-amirin acetate + germanicol
and stigmasterol + B-sitosterol + campesteroi and, after acetylation of the crude ethanoiic
extract, the glycitol inositol. The diclorometanic (CDCb) and ethanolic (CECb) exiracis
from the bark of H. obovalus {Casa Branca - SP) have been tested with Arfemia salina
Leach. and for antiproliferative activity against 4 carcinoma cell lines derived from human
cancer: ieukemia (K562), lung (NCI1460), melanoma ((UACC6E2) and breast (MCF7)..
The good results with the CDCb exiract in both tests suggest thai this extract is a
development candidate. The Bicautography tests were made with the heptanic (CHCb),
diclorometanic (CDCb) and ethanolic (CECb) extracts from the bark of H. chovatus (Casa
Branca - SP) and with the isolated substances: pinoresinol, isolariciresinol, biumenci C,
blumenol A, the unknown nor-isoprencid, hydroxypinoresinol, lariciresinol, plumieride and
inositol against the fungi: Alfernaria alternata, Aspergillus fumigatus, A. niger, Candida
albicans, Cladosporium cladosporioides, Fusarium oxysporium, Penicillium oxalicum P.
funicuflosum and Rhizopus orizae and against the bacteria: Bacilius subfilis, Escherichia
coli, Micrococcus futeus, Salmonella typhimurim, Staphilococcus aureus and
Streptococcus mutans. We observed bactericide activity at the lignans: isolariciresinol
against the bacteria S. mufans and lariciresinol against the bacteria S. aureus. The
coumpounds isolated from H. obovatus allowed us to phylogenetically compare this
genus to the genera Tabernaemontana and Rauvolfia (belonging to the same family and
sub-family), previously studied in our group and rich in indolic alkaloids.
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HETCOR {Heteronuclear shift correlation) - espectro bidimensional de RMN de correlag
heteronuclear (*°C x 'H) a uma ligacéo

HMBC (Heteronuciear multiple bond coherence) - especitro bidimensional de RMN
correlacdo heteronuclear (°C x "H) de longa distancia

HMQC (Heteronuclear multiple quantum coherence)} - espectro bidimensional de RMN
correlacéo heteronuclear {(**C x 'H) a uma ligacéo

Hz — Hertz

I — espectro na regido do infravermelho

J — constante de acoplamentc (em Hzj

Clss (concentraco letal) - concentracéo letal para 50% dos individuos testados

m — mulitipleto

m/z - relacio massalcarga

M - ion molecular

NQOE - Efeito Overhauser Nuclear

ppm — parte por mithéo

RMN™C — espectro de ressonéncia magnética nuclear de carbono -13

RMN'H — espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio -1

RMN2D -~ ressonancia magnética nuclear bidimensional

s — singleto

sl — singieto largo

t — tripleto

Tab. - Tabelas



INDICE DE TABELAS

Tab. 1:- Testes para avaliagdo da presenca de alcaidides nas espécies de
Himatanthus do herbario do INPA - Manaus.

Tab. 2:- Espécies de Himatanthus estudadas quimicamente.

Tab. 3:- Agrupamenio das fragbes obtidas na purificacdo do extrato FDA de H.
obovatus (Chapada dos Guimardes - MT)

Tab. 4:- Agrupamento das fracbes obtidas na purificacio do exirato FDN de H.
obovatus (Chapada dos Guimarées - MT)

Tab. 5:- Agrupamento das fragfes obtidas na purificacio do exiratc CPA de H.
obovatus {Chapada dos Guimarass - MT)

Tab. 6:- Agrupamento das fracbes obtidas na purificacdo do extrato CDCh de H.
obovatus (Chapada dos Guimarées - MT)

Tab. 7:- Agrupamento das fracbes obtidas na purificacdo do extrato CDCb de H.
obovatus (Casa Branca - SP).

Tab. 8:- Agrupamento das fra¢Ses obtidas na purificacio do exirato CECb de H.
obovatus (Casa Branca - SP).

Tab. 8:- Agrupamento das fracles obtidas na purificacdo do exiraio etandlico
acetilado da casca de H. obovafus (Casa Branca — SP).

Tab. 10:- Fungos e bactérias utilizados nos {estes de Biocautografia.

Tab. 11:- Resuitados obtidos nos testes de Bicautografia
Tab. 12:- Deslocamentos quimicos de RMN "3C e de 'H do pinoresionol 14.

Tab. 13:- Deslocamentos quimicos dos carbonos 1 e 2 do pinoresinol 14, quando
a relacéo dos hidrogénios 1 e 2 é cis ou trans.
Tab. 14:- Deslocamentes quimicos de RMN °C e de 'H do isolariciresino 33.

Tab. 15:- Deslocamentos quimicos de RMN °C e de 'H do blumenol C 63.
Tab. 16:- Deslocamentos quimicos de RMN *3C e de 'H do blumenol A 84.
Tab. 17:- Deslocamentos quimicos de RMN "3C e de 'H do nor-isoprendide 85.

Tab. 18:- Deslocamentos quimicos de RMN '°C dos carbonos olefinicos dos
terpenocs presentes na fracdo VH30F3.

Tab. 19:- Deslocamentos quimicos de RMN C de alguns carbonos dos
triterpenos 22, 20, 21 e 86.

Tab. 20:- Desloccamentos quimicos de RMN 3C dos carbonos olefinicos dos
ierpenos presentes na fracdo VH31F6

Tab. 21:- Deslocamentos quimicos de RMN '°C e de 'H do hidroxipinoresinol 68.
Tab. 22:- Deslocamentos quimicos de RMN '*C e de 'H do lariciresinol 69.

Tab. 23:- Deslocamentos quimicos de RMN '°C e de 'H do olivil 70.

Tab. 24:- Deslocamentos quimicos de RMN °C e de "H do plumieride 11.

Tab. 25:- Deslocamentos quimicos de RMN °C e de "H do inositol 71.

Tab. 11:- Resuitados obtidos nos testes de Bioautografia (Repeticdo da Tabela
11 - Parte Experimental)

&

8
31

34
38
44
48
52
55

80
62
67
&8

72
74
78
78
81

82
84

90
83
96
98

101
104



iNDICE DE FIGURAS

Fig. 1:- Estruturas do taxol 1, do etoposideo 2 € da artemisinina 3.

Fig. 2:- Fotos da espécie de H. obovafus coletada na Chapada dos Guimardes
{(MT)

Fig. 3:- Estruluras isoladas das espécies de Himafanthus estudadas
quimicamente.

Fig. 4:- Exemplos de lignanas.
Fig. 5:- Exemplos de neolignanas.
Fig. 6:- Estrutura do blumenol B 52.

Fig. 7:- Clivagem dos carotendides (C40) levando aos nor-isoprendides (C13 e
C18).
Fig. 8:- Estruturas do D-pinitol 56 e do mio-inositol 57

Fig. 9:- Mapas mostrando os locais de coleta da H. ocbovalus. Casa Branca {SP)
e Chapada dos Guimaraes (MT)

Fig. 10:- Desiocamentos quimicos de aiguns isdmeros do pinoresinol 14.

Fig. 11:- Proposta da configurac@o relativa dos hidrogénios 1e2eb5e 6 paraoc
pinoresinol 14.

Fig. 12:- Estruturas dos terpenos 20, 21, 22 e 86.

Fig. 13:- Fragmenios caracteristicos de triterpenos pentaciclicos A'*-insaturados e
da série lupano

Fig. 14:- Estruturas dos terpenos 55, 56 e 57.

Fig. 15:- Curva concentracdo/% de crescimento para o extrato CDCb de H.
obovatus.

Fig. 16:- Curva concentracdo/% de crescimento para o extrato CECb de H.
obovatus.

Fig.17:- Parie da arvore filogenética resuliante do trabalhc de Potgieter e Albert
(2001), mostrando a relacdo de parentesco entre os géneros Himatanthus,
Tabernaemontana e Rauvolfia.

Fig.18:- Caminho biossintélico simplificado para a formacdo de lignanas, nor-
isoprendides, iriddides, terpenos e alcaldides indblicos.

2
5

9

16
16
20

21

23

29

68
69

81

83

106

106

108

109



INDICE DE ESQUEMAS

Esqg. 1:- Esquema geral da biossintese das lignanas e das neolignanas.

Esq. 2:- Caminho blossintético proposto para lignanas.

Esq. 3:- Caminho biossintatico simplificado para os iriddides e seco-iriddides.
Esqg. 4:-Terpenos derivados do isopreno

Esq. 5:- Formagao dos aminoglicosideos passando pelos inositdis.

Esq. 8:- Esquema de extraco acido-base das folhas de H. obovaius (Chapada
dos Guimaraes - MT).

Esq. 7:- Purificacbes por CCP das fraches reunidas, descritas na Tabela 3.

Esq. 8:- Purificagbes por CCP das fracbes reunidas, descritas na Tabela 4.

Esqg. 9:- Tratamento acido do extrato standlico da casca + caule de H. obovatus
{Chapada dos Guimardes - MT).

Esq. 10:- Purificagbes por CCP das fracOes reunidas, descritas na Tabela 5.
Esq. 11:- Particdo do extrato etandlico da casca + caule de H. obovafus
{Chapada dos Guimaraes - MT).

Esq. 12:- Purificagdes por CCP das fracOes reunidas, descritas na Tabela 6.
Esqg. 13:- Particdo do extrato etandlico da casca de H. obovafus {Casa Branca).
Esq. 14:- Purificacbes por CCP das fracbes reunidas, descritas na Tabela 7.
Esq. 15:- Purificacdo por CC do exirato CECb de H. obovatus (Casa Branca).
Esqg. 16:- Purificagio por CCP da fracdo descritas na Tabela 8.

£sq. 17:- Diluicao dos extratos brutos de H. obovatus ou das substancias puras
para o teste utilizando Arfemia salina.

Esq. 8:- Esquema de exiraco acido-base das folhas de H. obovatus {Repeticéo
do Esquema 6 da Parte Experimental)

Esqg. 9:- Tratamento acido do extrato etandlico da casca + caule de H. obovatus
(Repeticdo do Esquema 6 da Parte Experimental)

Esq. 11:- ParticBo do extrato etandlico da casca + caule de H. obovafus
(Repeticdo do Esquema 6 da Parte Experimental)

Esq. 13:- Particdo do extrato etanolico da casca de H. obovatus {(Repeticio do
Esquema 6 da Parte Experimental)

Esq. 18:- Fragmentacdo proposta para ¢ hidroxipinoresino! 88.

17
18
20
22
23

30
32
35
37

3¢
43

45

48

49

53

56

58

65

79

86

87

89



INDICE DE ESPECTROS

Esp. 1:- Espectro de IV do pinorssinol 14.

Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.

Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.

Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.

2:- Especire de massas do pinorasino 14
3:- Espectro de RMN'C do pinoresinol 14.
4:- Espectro DEPT do pinoresinol 14.

5:- Especiro HSQC do pinoresinc! 14.

&:- Especiro de RMN'H do pinoresinol 14.

7:- Espectro de NOESY 1D do pinoresinol 14.

8:- Espectro gCOSY do pinoresinol 14.

9:- Especiro de IV do isolariciresinol 23

10:- Espectro de RMN'C do isclariciresinol 33
11:- Espectro DEPT do isolariciresino! 33.

12:- Espectro HSQC do isclariciresinol 33.
13:- Especiro de RMN'H do isolariciresinol 33.
14:- Espectrc gCOSY do isolariciresinol 33.
15:- Espectro de massas do isolariciresinol 33.

16:- Espectro de IV do blumeno! C 83.

17:- Espectro de massas do blumenol C 63.
18:- Espectro de RMN'*C do blumenol C 83.
49:- Espectro DEPT do blumenol C 83.

20:- Espectro HMQC do biumenol C 63.
21:- Espectro COSY do blumenol C 63.

Esp. 22:- Espectro de RMN'H do blumeno! C 63

Esp. 23:- Espectro de [V do blumenol A 64.

Esp.
Esp.
Esp.

24:- Espectro de massas do blumenol A 64.
25:- Espectro de RMN'C do blumenol A 64.
26:- Espectro DEPT do blumeno! A 64.

Esp. 27:- Espectro de RMN'H do blumenol A 84.

Esp.

28:- Espectro gCOSY do biumenol A 84.

117
117
118
118
118
120
121
122

123
123
124
124
125
126
127

128
128
129
128
130
130
131

132
132
133
133
134
135



Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.

Esp.
Esp.
Esp.

Esp.
Esp.
Esp.

Esp.
Esp.

Esp.
Esp.
Esp.

Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.

29:- Espectro de IV do nor-isoprenside 65.

30:- Espectro de massas do nor-isoprendide 65,

31:- Espectro de RMN'C do nor-isoprendide 65,
32:- Espectro DEPT do nor-isoprendide 65.

33:- Especiro gCOSY do nor-isoprendide 5.

34:- Espectro de RMN'H do nor-iscprenéide 85.

35:- Especiro de CICLENOES do nor-isoprendide 65.
38:- Espectro HSQC do nor-isoprendide 85.

37:- Espectro de RMN'C da fracgc VH30F3
38:- Especiro de RMN'H da fracgo VHI0F3
39:- Espactro de massas da fracdo VH3IORS

40:- Especiro de RMN™C da fracic VH31F8
41:- Espectro de RMN'H da fragdo VH31F6
42:- Espectro de massas da fracéo VH31FS

43:- Espectro de RMN™C da fragdo VH49F3
44:- Espectro de RMN'H da fragcdc VH49F3

45:- Espectro de RMN™ C da fragdo VH50F5
46:- Espectro de RMN'H da fracéo VH50F5
47:- Espectro de massas da fragdo VHS0FS

48:- Espectro de IV do hidroxipinoresino! 8.

49:- Espectro de RMN"®C do hidroxipinoresinol 88.
50:- Espectro DEPT do hidroxipinoresinol 68.

54:- Espectro HSQC do hidroxipinoresinol 68.

52:- Espectro de RMN'H do hidroxipinoresinol 8.
53:- Espectro gCOSY do hidroxipinoresinol 68.

54:- Espectro de CICLENOE do hidroxipinoresine! 68.

55:- Espectro de massas do hidroxipinoresinol 68.

136
136
137
137
138
138
138
140

141
141
142

143
143
144

145
145

146
146
147

148
149
149
150
1561
182
153
154



Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.

Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.

Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.

Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.
Esp.

58:- Espectro de 1V do lariciresinol 68.
§7:- Espectro de massas do lariciresinol 89.

§8:- Espectro de RMN'C do lariciresinol 69.

59:- Espectro DEPT do lariciresinol 9.
80:- Espectro HMQC do lariciresino! 8.
&1:- Especire de RMN'H do lariciresinol 89.
62:~ Espectro gCOSY do lariciresinol 63.

83:- Especiro de IV do olivil 70.

64.- Espectro de massas do olivil 70.
85:- Espectro de RMN'C do ofivil 7C.
66:- Espectro DEPT do olivil 70.

87:- Espectro Hetcor do olivil 70.
68:- Espectro de RMN'H do olivil 70
89:- Espectro gCOSY do olivil 70.

70:- Espectro de IV do plumieride 11.

71:- Espectro de RMN™C do plumieride 11.
72:- Espectro DEPT do plumieride 11.

73:- Espectro Hetcor do plumieride 11.
74:- Espectro de RMN'H do plumieride 11.
75:- Espectro COSY do plumieride 11.

76:- Especiro de massas do plumieride 11.

77:- Espectro de IV do inositol 71.

78:- Especiro de massas do inositoi 71.

79:- Espectro de RMN™C do inosito! 71.
80:- Espectro DEPT do inositol 71.

81:- Espectro HSQC do inositol 71.

82:- Espectro de RMN'H do inositol 71.

83:- Espectro COSY do inositol 71.

155
155
156
156
157
158
169

165
166
166
167
168
169
168

170
170
171
171
172
173
174



1. INTRODUCAQ

Através dos tempos o homem tem recorrido & natureza para satisfazer as suas
necessidades de alimento, abrigo, vestudrio, medicamentos, corantes, aromas, enire
outros (Newman ef al., 2000).

G uso de plantas no tratamento de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie
humana (Maciel ef al, 2002). Povos como os Egipcios, Chineses, Indiancs, Gregos,
Africanos entre outros, contribuiram substanciaimente para o conhecimento sobre a
utilizaco das plantas como medicamentos, mas considera-se que o primeiro produto
natural puro isolado foi a morfina em 1826 ¢ a primeira droga pura semi-sintética
baseada em um produto natural foi a aspirina em 1899 (Newman et al, 2000).

Varios produtos naturais foram isolados de plantas superiores e utilizados como
agentes clinicos antes da 2° Guerra Mundial e muitos deles continuam a ser utilizados
até hoje, como por exemplo a quining, a morfing, a codeina, 2 atropina. Os antibidticos
comecaram a ser descobertos estudando-se uma série de produtos naturais isolados de
espécies de Penicillium, Cephalosporium e Strepiomyces durante, e apds a 2° Guerra
Mundial. Nos anos posteriores & 2° Guerra houve relativamente poucas descobertas de
novas drogas naturais, com excegdes notaveis para o isolamento da reserpina de
espécies de Rauvolfia (utilizado como tranquilizante), da vinblastina e da vincristina de
Catharanthus roseus (efetivas na terapia do céncer) (Phillipson, 2001).

Nos Ultimos anos © interesse da indUstria farmacéutica na pesquisa de produtos
naturais biologicamente ativos voltou a aumentar e isto pode ser ilustrado pela utilizacao
clinica de 3 drogas: o taxol 1, o etoposideo 2 e a artemisinina 3 (Phiilipson, 2001).

No inicio dos anos 80 verificou-se que o extrato bruto da Taxus bravifolia
(Taxaceae) era ativo contra células cancerosas. Em 1971 a complexa estrutura do
diterpenc taxol 1 foi elucidada, em 1979 foi descoberto seu modo de acio e somente
nos anos 90 o taxol 1 e seu derivado semi-sintético mostraram ser clinicamente efetivos
contra ¢ cancer de mama e ovario (Phillipson, 2001).

A raiz da Podophylium peftatum (Berberidaceae) fornece uma resina, cujo maior
constituinte € a lignana podofilotoxina que inibe a divisdo celular, indicando uma
potencial atividade anti-cncer. Entretanto, esta lignana é téxica, mas seu derivado
semi-sintelico, o etoposideo 2, tem sido utilizado clinicamente no tratamento de cancer

de pulmé&o e da leucemia (Phillipson, 2001). A podofilotoxina, além de outras lignanas,
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tém sido estudados como precursores de agentes antivirais (incluindo o HIV) & de
agentes antitumorais (Apers ef al., 2003).

A artemisinina 3 é uma lactona sesquiterpénica isolada das folhas ¢ das
inflorescéncias da Arfemnisia annua (Asteraceae) e ¢ utilizada na China no tratamento da
maiaria hé& mais de mil anos. Entretanto seu principio ativo s6 foi isolado e caracterizado
em 1972 pelos chineses (Robers ef &/, 1997).

Ar AT

taxol 1 etoposideo 2

artemisinina 3

Figura 1:- Estruturas do taxol 1, do etoposidec 2 e da artemisinina 3.

No periodo entre 1959 e 1980, aproximadamente 25% das receitas médicas
aviadas nas farmacias americanas descrevia a utilizac8o de extratos de plantas ou de
principios ativos derivados de piantas superiores, sendo que em 1993, 50% das drogas
mais prescritas neste pais tinham um produto natural como principio ativo ou como
precursor na sintese do principio ativo (Newman ef a/., 2000).

Nos paises em desenvolvimento uma grande parcela da populagdo ndo tem
condicdo de adquirir os medicamentos nas farmacias e utilizam as plantas para suas
necessidades basicas de sadde (Phillipson, 2001), sendo gue nas regides mais pobres
do Brasil, e até mesmo nas grandes cidades, plantas medicinais s30 comercializadas
em feiras livres (Maciel ef al, 2002). A Organizagdo Mundial da Salde estima que
atualmente 80% da populacdo mundial recorra &s plantas para o tratamento de saide
(Newman et ai., 2000).

Enguanto as importacdes brasileiras cairam quase 15% em 1999, as compras de
medicamentos no pais aumentaram 23%. Apesar do Brasil ser detentor da maior
biodiversidade do planeta, &€ um dos maiores importadores de insumos farmacéuticos do

mundo. A biodiversidade foi definida durante a EC0-1992 como 2 “variabilidade entre os
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organismos vivos de todas as fontes incluindo ecossistemas terrestres, marinhos e
outros ecossistemas aguéaticos e os complexos ecoldgicos dos quais eles séo parte, isto
inclui a diversidade dentro das espécies, entre espécies e dos ecossistemas’. O Brasil &
o pais com a maior diversidade vegetal do mundo com cerca de 55.000 espécies
catalogadas, de um total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies {Sandes e Biasi,
2001). Das espécies vegetals existentes no mundo, estima-se que 18% enconiram-se
na regido Amazlnica brasileira, sendo que menos de 10% destas espécies foram
estudadas quimicamente e um ndmero menor ainda teve suas propriedades bioldgicas
caracterizadas. Isto significa que uma enorme guantidade de compostos bioativos ainda
nao foi descoberta e provavelmente nunca sera (Pletsch, 1999), ia que a estimativa é de
que 1.000 espécies vegetais s8o exiintas por ano no planeta (3 por dia). Se a destruicdo
continuar no ritmo atual, até o ano de 2015, entre 4 & 8% das espécies das florestas
tropicais podem desaparecer (Sandes e Biasi, 2001).

A enorme biodiversidade existente no Brasii & o advento de modernas técnicas
de biotecnologia (processos fermentativos, micropropagacdc e engenharia genética)
fizeram com que se abrisse uma janela de oportunidades para o Brasil liderar o mercado
de produtos naturais (Pletsch, 1999), embora o pais nac tenha legisiacio para controlar
seu imenso patrimdnio genético e nem tecnoclogia para explorar esse patrimdnio
{Sandes e Biasi, 2001).

Nota-se a encrme importéncia que a utilizagéc de produtos naturais tem peio
surgimento nos Uitimos anos de novas revistas que se dedicam aos aspectos da quimica
de produtos naturais, como a Phytochemical Analysis, Natural Product Letters,
Phytotherapy Research, Thay Journal of Pharmacognosy, entre outras, além do
aumento significativo no nimero de artigos publicados em revistas dessa area. O
Journal of Natural Products publicou em 1984 1088 paginas em 6 volumes e em 1994
este numero subiu para 1787 pdginas em 12 volumes. Além disso, foram langados
inimeros livros cientificos ou populares sobre a utilizacdo de produtos naturais, além de
trabalhos em congressos cientificos e compilacdes detalhadas sobre metabdlitos
secundarios de plantas (Cordell, 1995).



1.1. A Familia Apocynaceae e o0 Género Himatanthus

As familias Apocynaceae e Asciepiadaceae foram reconhecidas como uma Unica
familia, Apocynaceae s.l., que consiste de 424 géneros distribuidos em 5 sub-familias
(Endress e Bruyns, 2000). Apocynaceae s. |. é uma das familias mais numerosas dentro
das Angiospermas, com cerca de 3700 espécies pantropicais {Judd et. a/., 2002).

O género Himatanthus Willd. ex Schult, é um género pantropical de
Apocynaceae sl pertencente & sub-familia Rauvolficideae e & Tribo Plumerieze
(Endress e Bruyns, 2000). Em estudo recente, Himatanthus foi considerado com nove
espécies para a América do Sul (Spina, 2004):

H. articulatus (Vahl) Woodson,

H. altenuatus (Benth.) Woodson,

H. bracteatus (A. DC.) Woodson,

H. drasticus (Mart.) Plumel,

H. obovatus (Muell. Arg.) Woodson,

H. phagedaenicus (Mart.) Woodson,

H. revolutus (Huber) Spina & Kinoshita,

H. semifunatus Markgr.,

H. tarapotensis (Schum. ex Markgr.) Plumel,
sendo que a H. articulatus também ocorre no Panama (Spina, 2004). No trabalho de
Spina (2004) n&o foram aceitos os sub-géneros Obovatae (Himatanthus) e Lanceoiata
propostas por Plumel (1990} e a circunscrigdo das espécies e variedades, sugeridas por
Woedson (1938) e Piumel (1990). A espécie H. obovatus (Figura 2), ampiamente
distribuida no Brasil e na Bolivia, ocorre principalmente em vegetacdo de cerrado,
cerradao e campo sujo, nos Estados do Norte (PA e RO), do Nordeste (MA, Pl AL e
BA), do Centro-Oeste (MT, MS, GO e TO) e no Sudeste (MG e SP) {Spina, 2004). A
classificaga@o boténica da Himatanthus obovatus é mostrada a seguir:

Familia: Apocynaceae s.i.
Sub-familia: Rauvolficideae Kostel.
Tribo: Piumerieae . Mey.

Género: Himatanthus Willd. ex Schuit.
Sub-género: Obovatas Piumel

Espécie: obovatus (Muell. Arg.) Woodson.



Figura 2:- Fotos da espécie de H. obovatus coletada na Chapada dos Guimaries (MT).



1.2. A Familia Apocynaceae e os aical6ides indélicos

A maioria dos alcaldides inddlicos é encontrada em trés familias da Ordem
Gentianales: Loganiaceae, Rubiaceae e Apocynaceae {Schripsema ef al., 1999). Varios
géneros da familia Apocynaceae, come por exemplo, Ervatania, Alstonia, Aspidosperma,
Geissopermum, Hunteria, Kopsia, Picralina, Vinca, Rhazia, Rauvolfia, Tabernaemontana,
entre outras, séo fontes de alcaldides indélicos (Siddiqui ef al., 1987), embora esta
classe de compostos parega ndo ter significado taxondmico nesta familia (Rocha et af.,
1982).

Nas Apocynaceas, os alcalbides indoloterpénicos tém sido isolados de uma Gnica
subfamilia, a Rauvolficideae, a qual pertencem, entre outras, os géneros Himatanthus,
Rauvolfia e Tabernaemontana, estas duas Uitimas ricas em alcaiides inddlicos {Rocha
et al., 1982) e ja estudadas em nosso grupo de pesquisa.

Algumas espécies de Himatanthus registradas no herbario do INPA-Manaus,
foram testadas quanto & presenca de alcaléides. (Tabela 1 - Rocha et al., 1982).

Tabela 1:- Testes para avaliacéo da presenca de alcaldides nas espécies de Himatanthus do
herbario do INPA-Manaus (Rocha et al., 1982).

Himatanthus Folhas Caule
articulatus (Vahi) Woods. - +
altenuatus (Mull. Arg.) Woods. - +
bracteatus (DC) Woods. - -

(sinomizada em H. phagedaenicus)

phagedaenicus (Mart.) Woods. -
(sinomizada em H. bracteatus)

sucuuba (Spruce) Woods. -

(sinomizada em H. articulatus)

- negativo, + positivo fraco, ++ positive, +++ positivo forte
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1.3. Revisdo bibliogréfica do género Himatanthus

Do ponto de vista quimico foram estudadas, até o momento, 5 espécies de
Himatanthus. H. obovatus (MUl Arg.) Woodson (Vilegas ef a/., 1992), H. faflax (MUIL
Arg.} Plumel {Abdel-Kader ef al, 1897), H. sucuuba (Spruce ex MUll. Arg.) Woodson
(Perdue e Blomster, 1878; Endo ef &/, 1894; Silva ef al., 1998-C; Wood &f al., 2001), H.
phagedaenicus (Mart.) Woodson (Vanderlei ef al., 1991 Veloso of al, 1999) e H.
arficulatus (Vahl) Woodson (Barreto ef al, 1998; Ferrigni e Hasegawa, 19768). A Tabela
2 e a Figura 3 mositram os metabdlitos isolados destas espécies. Sfo descritos ¢

isolamento de lignanas, terpenos, iriddides, acidos e um glicitol.
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Tabela 2:- Espécies de Himatanthus estudadas quimicamente.

Himatanthus Parte da planta
estudada Metabdlitos isolados Referéncias
Exir. acet de
obovatus etila da raiz Iridéides 458 Vilegas of &, 1802
phagedaenicus Exir. etandlico Terpenos 20, 21, 22 e 27 Yanderiei ef ai, 1991
{considerada como do caule Iridéides 8,6, 7.8e g
H. bracieatus) seguido de Sacarose acetilada
particéo
Exirato Veloso of al, 1989
cloroférmice da iridgide 10
raiz
Tallax Exir. do caule friddides 8, G2 11 Abdel-Kader f al, 1807
{considerada como Seguido de lignanas 14, 1818
H., arficulatus) particdo
Extr. &ter de Ferrigni e Hasegawa,
articulatus petréieo da raiz Terpeno 18 1976
Extr. hex. da Terpenos 22, 23 26 e 27 Barreto ef o, 1998
raiz
Extr. met. da Iriddides §, 8, 12 e 13
raiz glicitol 17
Extr. met. das Terpeno 25
fothas
Extr. hex. do Terpenos 18, 19, 22 23 e 24
latex
Extr. 50% Perdue e Blomster, 1878
sucuuba etanolfégua da Iridoide 4
{sinonimizada em casca
H. articulatus)
Extr. met, Acidos 28, 28, 30, 31 e 32
seguida de iriddides 5, 6 e 10 Endo ef al, 1884
particdo
Extr. hex. das lridéides e 6 Silva ef al, 1998
cascas Terpenos 18, 22 e 23
Extr. hex. do Terpencs 18, 22 e 23 Miranda et al, 2000
tatex
Exdr. etan. das iriddide 8 Wood ef &, 2001

cascas seguida
de partigéo

Terpenos 18, 22, 23




Figura 3:- Estruturas isoladas das espécies de Himatanthus estudadas guimicamente.
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Fig. 3 {continuagdo):- Estruturas isoladas das espécies de Himatfanthus estudadas
guimicamente.

LIGNANAS




il

Fig. 3 {continuacg&o):- Estruturas isoladas das espécies de Himatanthus estudadas

guimicamente.

GLICITOL

TERPENOS
cinamoila
Y c;;:cs-coo_é

R Ri Rz
cimamoila CH; H
cinamoils H CHy
acetila CHz; H
acetila H CH,

22 R=Ac
23 R =cinamoila

(hg = g o




12
Fig. 3 (continuagéo):- Estruturas isoladas das espécies de Himatanthus estudadas
quimicamente.
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1.4. Etnofarmacognosia, estudo quimico e atividade biol6gica
1.4.1. Himatanthus obovatus

O cha das folhas de H. obovatfus, também conhecida no Brasil como “tiborng”,
“Angélica”, “pau-de-leite”, “janauba” e “leileira” & utilizado no Norte do Brasil como
depurativo, no tratamento de pressao alia, de manchas na pele, espinhas e coceiras e,
o latex desla especie € ulilizado no tratamento de Giceras estomacais (Coelho e
Azevedo, 2000).

Vilegas e colaboradores (1992) frabatharam com ¢ extrato acetlaic de etila da raiz
de H. obovatus e isolaram os iridGides plumericina § e isoplumericina 8. Os exiratos
acetato de etila da raiz, folhas, casca e tronco de H. cbovatus e os iriddides 5 e 8, foram
testados quanto a atividade antifingica frente aos fungos Aspergillus fumigatus, Candida
albicans, Cryptococcus neoformam. Os resultados foram negativos para os exiratos,
mas positivos para os iridéides. A analise por CCD dos exiratos gue apresentaram
resultados negativos mostrou a auséncia destes dois iriddides em suas composicdes.

Souza-Fagundes e colaboradores (2002) testaram 313 extratos de plantas
brasileiras (de 136 espécies pertencentes a 36 familias) quanto a inibicdo da
proliferacdo de linfocitos em sangue periférico humano (PBMC) estimulada pela
fitohemaglutinina A (PHA). Os exiratos de irés plantas, entre elas, a H. obovatus, foram
capazes de inibir a replicagéc in vitro de PBMC humano. Os resultados obtidos
encorajam © grupo a continuar a investigacio sobre as propriedades imunomodulatorias
destes extratos e seus componenies.

1.4.2. Himatanthus sucuuba

Na medicina popular brasileira o latex e a casca da H. sucuuba, também
conhecida como “sucuuba’ e “janaguba’, sdo muito utilizados no tratamento de gastrite,
hemorrdidas, anemia, artrite, verminose e cancer (Lima ef a/., 2000).

Silva e colaboradores (1998-A), testaram a atividade antifingica do extrato
hexanico da casca de H. sucuuba frente ao funge Cladosporium shaerospermum
cbservando um forte halo de inibicdo para ¢ exirato. A purificagic monitorada do extrato
mostrou que a fragcdo biocativa era composta pelos iriddides plumericing § e

isoplumericina €, que quando isolados mostraram uma atividade cinco vezes maior gue
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a atividade observada para o antibidtico nistadina utilizado como padrdo. Silva e
colaboradores {1998-B) também testaram o latex de H. sucuuba frente 3 algumas
linhagens de células cancerosas e descobriram que as fracdes bioafivas eram
compostas pelo iriddide plumericina 5 e uma mistura de esterdides. Este mesmo grupoc
de pesquisas (Silva ef a/,, 1998-C), testou as atividades analgésica e antiinflamatéria do
latex de H. sucuuba e observou que as fracGes bioativas eram compostas pelos
cinamatos de o- e B-amirina 18 e 18, cinamato de iupeol 23, acetato de lupeol 22 e
agucares. Este mesmo grupo (Miranda ef al, 2000) relatou a identificacdo dos
compostos responséveis pela atividade antiinflamatéria e analgésica do latex de H.
sucuuba por CG-EM como sendo 0s triterpenos cinamatos de iupeot 23 e de g-amirina
18 e o acetato de lupeol 22

Ribeiro-dos-Santos e colaboradores (1998} testaram os exiratos aquosos da
casca e das folhas de H. sucuuba frente a vérias linhagens neoplésicas “in vifro”
(mieloma de camundongo, neuroblastoma de camundongo, plasmocitoma de
camundongo, timona de camundongo, sarcoma induzido por metil colantreno e células
epiteliais de rim de macaco). Os autores cbservaram inibic&o no crescimento de “varias
destas linhagens neoplasicas”.

Lima e colaboradores (2000) testaram as atividades analgésica e antiinflamatdria
do latex e da casca de H. sucuuba. Os autores observaram boa atividade analgésica e
antiinflamatoria no extrato hexanico do latex (devido aos cinamatos de o- e B-amirina 18
e 18 e acetato de lupeol 22) e atividade antiinflamatéria do extrato hidroalcoslico da
casca.

O extrato metandlico da casca de H. sucuuba mostrou ser inibidor seletivo da
enzima monoaminaoxidase B (MAO-B). O resultado da purificacdo monitorada deste
extrato mostrou que a substdncia responsavel por esta atividade era o &cido
confluéntico 28. Substancias com essa atividade s&o utilizadas no tratamento de alguns
tipos de depress&o e do mal de Parkinson (Endo ef al,, 1994).

Com o objetivo de encontrar metabdlitos secundéarios com potencial atividade
anti-cancer, Wood e colaboradores (2001) fizeram uma particdo monitorada do exirato
etandlico da casca de H. sucuuba. A purificacdo do extrato que se mostrou mais

promissor levou ao isclamento de 4 triterpenos pentaciciicos.
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Pelo fato do latex e da infusdo da casca de H. sucuuba serem muito utilizados na

medicina popular, Fernandes e colaboradores (2000}, testaram a toxicidade aguda do

latex e do exirato aquoso da casca desta planta. A partir dos resultados obtidos os

autores “admitem que exisle uma boz margem de seguranga pafa o emprego de H
sucuuba nas indicacbes da medicina popular”.

1.4.3. Himatanthus phagedaenicus

Na medicina popular brasiieira a H. phagedaenicus, também conhecida como
“angélica do mato”, “banana de papagaio” e “leiteiro”, € multo ulilizada como catartica,
depurativa e anti-heimintica. O exirato etandlico da casca de H. phagedaenicus mostrou
ter efeilos espasmédicos (Vanderlel e Souza-Brito, 1888).

1.5. Classes de compostos iscladas do género Himatanthus e sua
biossintese

1.5.1. Lignanas

O termo “ligndide” designa os metabdlilos secundérios cujos esqgueletps séo
formados pelo grupo fenilpropénico (Cs-Cs)n, onde n=1, 2, 3... . Os ligndides dividem-se
em lighanas, neolignanas, alolignanas, norlignanas, oligoligndides e heterolignéides.
Mais de 500 ligndides sdo descritos na literatura, sendo que 90% destes, pertencem aos
grupos das lignanas e das neolignanas (Barbosa Filho, 1999).

As lignanas (termo criado em 1942 por Haworth), s&o dimeros formados atraves
do acoplamento oxidativo de &icoocis cinamilicos entre si, ou destes com acidos
cindmicos. Estruturalmente os dois residuos n-propilbenzénicos apresentam o carbono
gama (C9) oxigenado, como por exemplo, o pinoresinol 14 e o isolariciresinol 33 (Figura
4) (Barbosa Filtho, 1999).
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pinoresingl 1

isolariciresinel 33

Figura 4:- Exemplos de lignanas (Barbosa Filho, 1969).

As neolignanas (termo criado em 1978 por Gottlieb), sdo dimeros oxidatives de
alil fenois e de propenilfendis, entre si ou cruzados, e nac apresentam o carbono gama

{C9) oxigenado, como por exemplo, a grandisina 34 e a licarinag 35 (Figura 5) (Barbosa
Fitho, 1989).

OCH
3 :©\ OCH3
OCH; HO

grandisina 34 licaring 35

Figura 5:- Exemplos de neolignanas (Barbosa Filho, 1999).

Um esquema geral da biossintese das lignanas e das neolignanas & apresentiado
no Esquema 1 {Barbosa Fitho, 1999 & Dewick, 1997).
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Ciclo fotossintético
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Acide corismico 37 Alcocis cinamilicos é_(?-——-i
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HO
Nip ————— g

B
Fenil alanina 38 Acidos cinamicos 38

Esquema 1: Esquema geral da biossintese das lignanas e das neolignanas (Barbosa
Filho, 1999 e Dewick, 1997).

A biossintese dos lignéides, principalimente das lignanas e neclignanas, pode ser
explicada pelo acoplamento oxidativo entre unidades monoméricas radicalares. Esses
radicais podem apresentar varias estruturas candnicas de ressonancia e, diferentes
tipos de acopiamento entre esses radicais levam 2 formacdo dos varios tipos de
lignodides existentes {Barbosa Fitho, 1999 e Dewick, 1997).

O Esquema 2 mostra o caminho biossintético proposto para algumas lignanas (Dewick.,
1997).
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OH

alcos coniferilics 43
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pinoresinol 14
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—E outras lignanas
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CH
secoisilariciresino! 44 matairesinol 45

Esquema 2:- Caminho biossintético proposto para lignanas (Dewick, 1997).

Baseando-se em fitoquimica comparada, Gottlieb (1982} mostrou que os
ligndides indicam o processo evolutivo de Angiospermas e desempenham um papel na
adaptacao ecoldgica. Ha evidéncias que esse grupo de substancias esteja envolvido em
interagbes de plantas com fungos, insetos ou com ouiras plantas. Harmatha e Dinan
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(2003) citam que as lignanas t&ém um papel significativo na defesa das plantas contra os

insetos, agindo muitas vezes como reguladores da alimentagéo destes.

1.5.2. Iridoides

Iriddides s&c derivados monoterpénicos que, normaimente, contém um anel
ciclopentano fundido a um anel de & membros oxigenado, como por exemplo &
deoxiloganina 49, sendo que na natureza, geralmente eles ocorrem na forma glicosilada
(Gershenson e Mabry, 1983). Espécies pertencentes a Familia Apocynaceae produzem
tanto iridoides quanto seco-iriddides (Waterman e Gay, 1987).

A seguir € mostrado um esquema da biossintese de iriddides e seco-iriddides
{(Esquema 3). A loganina 50 & um intermedidrio chave na biossintese dos iriddides e tem

um pape! importante na biossintese de alcaldides inddlicos (Dewick, 1997).
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iridodial {forma hemiacetal)

geraniol 468

CHO

iridodial 47 iridodial {forma endlica)
{forma ceto)

bt e
CHO
CHO" "CHO
iridotrial 48 iridotrial {forma hemiacetal)
{forma ceto)

alcaldides
indélicos €

o

Me(O,C -

secologanina 51 loganina 50

(SECO IRIDOIDE) (IRIDOIDE) deoxjloganina 49

Esquema 3:- Caminho biossintético simplificado para os iriddides e seco-iriddides
{Dewick, 1897).

1.5.3. Nor-isoprendides
Nor-isoprendides s&o compostos que 1&m 13 ou 15 &tomos de carbono, como por

exemplo o blumenol B 52 (Figura 8).

OH
H

O
blumenol B 52

Figura 6:- Estrutura do blumenoi B 52
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Isoe (1970) em seu trabalho, propde gue uma grande variedade de substancias
C13 e C15 sBo provenientes da clivagem fotooxidativa da cadeia poliénica dos
carotendides. Lutz e Winterhalter (1892), isolaram nor-isoprendides e terpenos
irregulares de Cydonia oblonga (Familia Rosaceae) e sugerem gue estas duas classes
de compostos s&o provenientes da degradag&o de carotendides (Figura 7). Entretanto,
apesar dos varios estudos sobre este assunto, pouco se conhece a respeitc dos

sistemas cataliticos que agem ne inicio da degradacdo dos carotendides nas plantas.

JOH

HO

Figura 7:- Clivagem dos carotendides (C40) levando aos nor-isoprendides (C13 e C15)
(Lutz e Winterhaiter, 1882).

Os tetraterpenos s&o representados apenas por uma classe de compostos, os
carotendides. Estes compostos tém um papel importante na fotossintese, mas também
sdo encontrados em tecidos de plantas que néo realizam a fotossintese, como por
exemplo, em fungos e bactérias (Dewick, 1987).

Estudos mais recentes indicam que a formacfo dos isoprendides é derivada,
além da rota do mevaionato, de uma outra rota a partir do piruvato e do gliceraideido-3-
fosfato (Krewzwieser et al., 1998). Acredita-se que este ocutro caminho é responsavel
pela formagdo dos isoprenos isolados de plantas, incluindo os carotendides,

monoterpenos, diterpenos, enire outros {(Waterman e Gray, 1987).

1.5.4. Terpenos

Os terpendides s&c derivados de unidades de isopreno C5. As estruturas
derivadas do isoprenoc s&o classificadas em hemiterpenos (C5), monoterpenos {C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterpencs (C25), triterpencs (C30) e
tetraterpencs (C40) (Esquema 4) (Dewick, 1997).
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A condensacBo de unidades de isopreno dé origem & algumas das classes de
compostos isoladas durante este trabalho, como por exemplo os iridéides, os nor-

isoprendides, os triterpencs e os esteréides.

OH
COH

O
acido mevalbnico 53

i

dimetilalil PP (C5) 35 isopentenil PP (C5) 54 hemiterpenos (C5)
(DMAPE) (PP

\/

o]
v -
C10  monoterpenos (C10) - IRIDOIDES CCle
¥ MeOoC
o Cf sesquiterpenos (C15) loganina 50
2% —| c20 diterpenos (C20)
c25 sesterpenos (C25)
—» 30 triterpencs (C30) S esterdides (618-60)

CHiLOO

acetil lupeot 22 estigmasterol

26
v

% 40 tetraterpenos (C40) - CAROTENGIDES

Esquema 4:- Terpenos derivados do isoprenc (Dewick, 1987).
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1.8.8, Inositdis

Inositois s&o ciclohexanos hexasubstituidos. O D-pinitol 58 e o mio-inositol 57

{(Figura 8) s8o0 os ciclitdis mais encontrados nas plantas (Kuo ef al., 1887).

D-pinitol 58 mio-inositol 57

Figura 8:- Estruturas do D-pinitol @ do mio-inosito! (Kuo ef al, 1997).

Na literaiura s&0 encontrados relatos de atividades biolégicas para os inosiidis,
como por exempic, atividade hipoglicdmica, anti-diabética, potencializadora da secrecéo
da adrenalina, auxiliar na remog&o do colesterol do sangue, entre outras. Naravanan e
colaboradores (1987} particionarem o exirate aicodlico de Bougainvillea spectabilis
{Familia Nyctaginaceae) com solventes de polaridades diferentes e purificaram o extrato
metandlico, que se mostrou bicativo, utilizando cromatografia em coluna. Isolaram em
grande quantidade o D-pinitol 56, que mostrou ter atividade hipoglicémica em ratos.

Os mic-inositéis, formados a partir dos carboidratos, estdo no caminho
biossintético dos amino-glicosideos, que s&c agentes antibidticos importantes (Dewick,

1997), como mostrado no Esquema 5.

=] QP o -
/0 formacio
oxidacio HO OF P
HO on T HO Jo D — HO o
HO HO do enclate A
]
OH 50 OH

Dglucose 5P 58

N N =Ry

mic-inesitol aminoglicosidec 82

Esquema 5:- Formacdo dos aminoglicosideos passando pelos inositdis (Dewick, 1997).
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1.6. Ensaios Biol6gicos

Atuaimente existe uma tendéncia em direcdo & pesquisa interdisciplinar, exigindo
a colaboracdo entre profissionais das varias dreas, para que “problemas” cada vez mais
complexos sejam resolvidos. Como consegiiéneia disso a separacéo {radicional entre as
diversas areas profissionais esta ficando cada dia menos distinta. No caso dos gufmicos
de produtos naturais, o isolamento e a caracterizacio dos metabdlitos secundérios das
plantas tém sido o primeiro passo para responder a uma série de varias ouiras questdes
{(Ghisalberti, 1893). A procura por produtos naturais com atividade biolbdgica
complementa o isolamento de metabdlitos secunddrios tradicionalmente feito pelos
quimicos de produtos naturais (Cole, 1994).

O que se vé atualmente é a necessidade crescente de testes bioltgicos simples,
que sejam capazes de detectar um large especiro de atividades farmacolégicas & gue
possam ser realizados por quimicos de produtos naturais em seus laboratérios a baixos
custos, sendo assim possivel monitorar o fracionamento dos extratos das plantas em
busca de possiveis atividades biologicas (Mevyer ef a/., 1982).

1.6.1. Teste de letalidade utilizando Artemia salina Leach (Brine shrimp}

O teste de letalidade utilizando Artemia salina Leach é um teste de facil
realizagéo, de baixo custo e gque utiliza pequenas quantidades de extratos e de
substancias puras. O objetivo deste teste é fornecer respostas preliminares a respeito
da possivel atividade citotdxica efou inseticida de exiratos e de substancias isoladas,
para gue s ent&o sejam feitos testes mais especificos e mais caros (Ghisalberti, 1993).

Os ovos de A safina Leach sdo colocados em solugdo de sal marinho para
eclodirem fornecendo um grande nimero de larvas. Os exiratos efou substancias puras
sao testados em frascos contendo solugso de sal marinho e larvas de camarao. Apods 24
horas as larvas sobreviventes sdc contadas e s&o calculados estatisticamente os
valores de Cls, com intervalos de confianca de 95% {Ghisalberti, 1993). ‘

A toxicidade frente a A. salina parece estar correlacionada a citotoxicidade diante
de linhagens celulares de tumores, como por exemplo, das linhagens 9KB (carcinoma
nasofaringeo humano) e L1210 (leucemia em ratos) (Rosa ef a/, 1994,
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1.6.2. Testes de bioautografia

Os testes de bicautografia s&o utilizados para avaliacio bactericida e fungicida
de exiratos efou subsiancias puras. Esta metodologia tem a vantagem de ser rapida, de
facil execucdo, reiativamente barale e necessilar de uma guantidade pequena de
material a ser testado. Us resultados s&o de facil interpretacdo, & gue a inibicdo no
crescimento dos microrganismos € de faci visualizacio (Cole, 1884

Os extratos efou substancias puras a serem iestados, juntamente com o
bactericida ou fungicida comerciais s&o aplicados em placa de CCA que, apds eluigdo, é
colocada em placa de Petri. O meio de cultura apropriado € colocado na placa de Petri
&, apos o seu endurecimentc, a cultura do microrganismo € espalhada sobre ele. Apds o
periodo de incubacdo, a placa & observada para avaliar se existe inibicdo no

crescimento do microrganismo utilizade (Rios ef a/., 1988).

1.6.3. Testes de atividade antiproliferativa

Atualmente, considera-se o cancer a segunda maior causa de morte por doencas
na maicria dos paises, sendo superado apenas pelas doencas cardiovasculares.
Segundo dados da Organizacéo Mundial da Satde (OMS), a cada ano a doencga atinge
9 milhdes de pessoas levando & ébito 5 mithdes de pacientes (Boyle, 1987).

Os tratamentos possiveis s&o: cirurgia, no casc em que ¢ tumor esta localizado e
ainda ndo gerou metéstases; radioterapia, nos casos em que o tumor, também
localizado, ndo pode ser extraido totalmente na cirugia e quimioterapia, tratamento que
utiliza agentes citotdxicos, que eliminam as células neoplasicas, diminuindo o©
crescimenio do tumor e a proliferacdo desordenada das células. No caso da
quimioterapia, existern inUmeros efeitos colaterais, como por exemplo, nausea, vomito,
febre e diarréia, além do fato dos agentes quimioterapicos utilizados poderem gerar
resisténcia as drogas (Kohn, 2000).

Existe a necessidade do desenvolvimento de novas drogas para o tratamento do
cancer e a utilizac@o de substancias iscladas de plantas para esta finalidade tem sido
utilizada com sucesso hé varios anos. Na década de 70, nenhuma das empresas

farmacéuticas mais importantes do mundo mantinha qualguer programa de pesquisas na
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area de produtos naiurais e, atualmente, pelo menos metade delas, tém como prioridade
a pesquisa de novos farmacos a partir de espécies vegetais (Kohn, 2000).

Os exiratos a serem testados, nas concentracbes de 15,625, 31,250; 62,500 e
125,000 ug/ml, s&o adicionados em placas de 96 divisbes, sendo que cada placa
contém uma linhagem celular derivada de tumor humano. Apds um periodo de
incubacdo, as céiulas sdo fixadas com a solucdo 50% de 4cido tricloroacético e sio
coradas com solucgo 0,4% de sulforodamina B em solugdo 1% de écido acético {SRB).
Faz-se & leitura &ptica em leitor de ELISA 2 540 nm (Skehan st al., 1990).
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2. OBJETIVOS

¥ Isolamento e determinacéo estrutural dos metabdlitos secunddrios presentes

nos varios extratcs da espécie Himatanthus obovatus (Apocynaceas).

& Avaliagdo da atividade bioldgica dos exiratos e substancias isoladas através

dos ensaios de letalidade utilizando Arfemia safina Leach (indicativo de uma possivel
atividade citotxica efou inseticida), bioautografia (atividade bactericida e fungicida) e

testes de atividade antiproliferativa frente a algumas linhagens tumorais humanas.

& Correlacdo entre os metabdlitos secundérios encontrados e o estudo de

sistematica vegetal apresentado na tese de Douioradc de Andréa P. Spina (Spins,
2004).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e Métodos

Os espectros de RMN'H, de RMN'®C (totalmente desacoplado e DEPT) NOE,
NOEsy 1D, cycleNOE e espectros bidimensionais (HETCOR, H8QC, HMBC, COSY
gCO8Y) foram obtidos em um especirémetro Gemini 300 BR {VMarian ) ou Bruker AC
300/P com campo de 7 tesla ou em um especirémetro Inova 500 {Varian) com campo de
11 tesla. As amostras foram dissolvidas em cloroférmio deuterado {Merck) ou, guando
necessario, em uma mistura de cloroférmio e metanol deuterados {(Merck), utilizando
como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos guimicos (8) s&o
indicados em ppm € as constantes de acoplamento {J) s&0 indicadas em Heriz (Hz).

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrofoidmetros Perkin-
Elmer, modeio 1800 e FT/IR Bomem MB em filmes utilizando CH:Clz.

Os espectros de massas (baixa resolucio), foram obtidos em um espactrémetro
de massas, mbdelo VG AutoSpec (Fisions Instruments), utilizando a técnica de impacto
eletronico a 70 eV.

As analises utilizando Cromatografia Gasosa acoplada 2 Espectrometria de
Massas (CG/EM) foram realizadas em um aparelho Shimadzu, equipado com coluna
capilar de silica fundida J&W Scientific DB-1 (30 m x 0,25 mim x 0,25 um) e 0s especiros
de massas (EM) foram obtidos utilizando a técnica de impacto eletrdnico a 70 eV. Os EM
obtidos foram comparados aos espectros de massas da biblicteca do aparelho (NIST).

Os extratos brutos de Himatanthus obovatus foram purificados por Cromatografia
em Coluna (CC) sob média presséo em silica-gel (230-400 Mesh — Merck).

As fracbes obtidas destas colunas foram purificadas, dependendo da guantidade
de amostra, ou por CC sob média pressao em silica-ge! (230-400 Mesh — Merck), ou por
Cromatografia em Camada Preparativa (CCP) em silica-gel (H e HF 254 — Merck).

Os extratos brutos obtidos foram testados quanto & possivel presenca de
alcaldides utilizando o reagente de Mayer (Ugaz, 1988).

As placas de Cromatografia em Camada Analitica (CCA) foram reveladas sob luz
ultravioleta (UV - 254 ¢ 366 nm) e borrifadas com soiugdo de acido sulfirice / metanol
(1:1 — viv} seguida de carbonizacBo em chapa de aquecimento ou, com reagente de
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Dragendorff e soiucéo de HSOJ/MeOH (1:1), também seguida de carbonizacdo em
chapa de aquecimento.

3.2. Coleta do material boténico

O material vegetal (folhas e caule) de Himatanthus obovatus {Apocynaceae)
utilizado no inicio deste trabalho, foi coletado na Chapada dos Guimardes (MT) (F igura 8
- A) em viagem realizada no periodo de 06 a 16 de janeiro de 1998. As exsicatas deste
material estdo depositadas no Herbério UEC do Instituto de Biologia - Unicamp (ngrid
Koch 808, Lucilia Kato, Raquel M. Braga & Renato Belinello — UEC 135208).

Para a continuacg&o do nosso trabalho, foi realizada uma nova coleta da casca de
H. obovatus em Casa Branca (SP) {Figura 9 - B) em jutho de 1998. A exsicata deste

material estd depositada no Herbério UEC do Instituto de Biologia -Unicamp (Angeta L.
B. Sarteri 316, Valéria B. de Lima — UEC 105704).

Figura 9:- Mapa mostrando os locais de coleta da H. obovatus :
Chapada dos Guimaraes - MT (A) Casa Branca - SP (B)
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3.3. Obtenc&o e purificaco dos extratos

3.3.1. Obtencdo do extrato etandlico das folhas de H. obovatus

coletadas na Chapada dos Guimaraes (MT) e tratamento acido-base.

As folhas de H. obovatus (630 g), coletadas na Chapada dos Guimardes (MT)
foram secas a0 ar, moidas e submetidas véarias vezes 3 extracéo a frio utilizandc etanol
que, ao final, foi removido sob pressdo reduzida obtendo-se 109 g de extrato etandlico.

C extrato etandlico bruto foi submetido a tratamento acido-base padrao para
isolamento de alcaldides como mostrado no Esquema 6.

Esquema 6:- Esquema de extracdo 4cido-base das folhas de H. obovatus
(Chapada dos Guimaraes - MT)

Folhas - 630 g

1. Extracéo com etanol a fric.
2. Evaporagéo do solvente a pressdo reduzida.

Extrato etanélico bruto - 109 g

1. Adicdo de solugéo 10% de HOAC, agitacao.
2. Extracdo com CH,Ci; e evaporacdo do solvente.

Extrato CHzCl; “acido” — FDA Fase aquosa acida
560 mg 1. Adigdo de K,CO; até pH neutro.
2. Extragio com CH,CI, e evaporacio do
solvente,

|

Extrato CH2Cl “neutro” — FDN
260 mg Fase aquosa neutra

1. Adicdo de K,CO, até pH bésico,
2. Extraclo com CH,Cl, e evaporacio
do solvente.

Extrato CH»Cl, “basico” — FDB
150mg

FDA - Folhas, Diclorometano, Acido, FDN - Folhas, Diclorometano, Neutro e FDB -
Foihas, Diclorometanc, Basico.
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3.3.1.A. Purificacdo do extrato FDA (Folhas, Diclorometano, Acido)

C extrato FDA (560,0 mg) de H obovatus foi purificado utilizando-se
cromatografia em celuna (CC) sob média pressdo em silica-gel (230-400 Mesh). Os
compostos foram eluidos em diclorometano / metanol, inicialmente na proporgdo 982 ¢
a polaridade foi sendo aumentada gradativamente até 75:25.

Foram obtidas 44 fracles que, apds anglise por cromatografia em camads
analitica (CCA), foram agrupadas em 10 grupos (Tabela 3).

Tabela 3:- Agrupamento das fracbes obtidas na purificacdo do extrato FDA de H.
obovatus {Chapada dos Guimaraes - MT).

CHoCl:MeOH | Fragdes reunidas | Massa {mg) | Compostos isclados
8982 1 15,8
2 196,2 Pinoresinol 14
3 71,8 Pinoresinol 14
4 -5 48,8 Blumenol C 63
7 11 318
12 -23 476 Isolariciresinol 33
95:.5 2425 30,5
26—~ 40 58,7
80 : 10 4143 16,3
75:25 44 19,1
Total 5343 (95%)

O Esquema 7 mostra as purificagdes das fragfes F2, F3, F4-6 e F12-23, utilizando
CC e CCP.
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Esquema 7:- Purificagbes por CCP das fracdes reunidas, descritas na Tabela 3.

Extrato diclorometanico “acido” das folhas de H. obovatus - EDA (564.0 mg)

|

- CC sob média press3o (sflica-gel - 230-400 Mesh)

| Diclorometano / Metano!
a
F2-196,2 mg F4-6 — 48,6 mg
e CoP
CHyCl, /MeOH 0,5% CH,Cly/ MeOH 5%
VH52F32 - 23,2 mg AHOF2 - 8,8 mg
. . F3-71, ‘
Pinoresinol 14 3-71.8mg Biumenol C 83
CoP
CHoClo / MeOH 5%

VH10F2 -~ 8 mg
Pinoresinol 14

Pinoresinol 14 (lignana)

OH

Nome IUPAC:- 4,4*~dEidroxi-s,3‘-dimetoxi-7,=9‘:7',9—diepoxiiignana

Ca0H2:05 - MM 358

F12-23 -47 6 mg

CCP
CH:ClH/ MeOH 7%

VH17F4 - 3,0 mg
Isolariciresinol 33

isolado de: Himatanthus fallax (Apocynaceae) (Abdel-Kader ef ai., 1997).

RMN'H: Esp. 6, Tabela 13.
RMN™C: Esp. 3, Tabela 13.

DEPT, HSQC, gCOSY, NOEsy1D:- Espectros 4, 5, 8¢ 7.
IV: Esp. 1, (fiime em CH2Cl) vma, (cm 7'):- 3385 (forte e larga - OH), 1718 (fraca e
larga), 1603 e 1514 (C=C Aromaticos), 1384 (OH).
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EM: Esp. 2, [m/z (%)]- 358 [M]" (10), 327 (12), 205 (35), 189 (15), 180 (17), 163 (48),
151(100), 137 (70), 108 (19), 91 (16), 81 (18), 65 (14}, 55 (11).

isolariciresinol 33 {(ou ciclolariciresinol - lignana)

Nome IUPAC:- 5 3-dimetoxi-2, 7°-ciclolignana-4,4' 8,9 -tetraol

C4gH2:06 - MM 360

isolado de: Urfica dicica L. (Urticaceas) (Schottner ef al., 1897) e Araucaria angustifolia
(Araucariaceae) (Fonseca ef a/., 1978).

RMN'H: Esp. 13, Tabela 14.

RMN™C: Esp. 10, Tabela 14.

DEPT, H8QC, gCOSY:- Espectros 11, 12 e 14.

IV: Esp. 9 (filme em CHoClL) vimax (cm ~'):- 3412 (forte e larga - OH), 1730 (fraca e larga),
1604 e 1512 (C=C Aroméaticos), 1378 (OH).

EM: Esp. 15 [m/z (%)]:- 360 [M]+ (80), 311 (83), 284 (21), 255 (21), 241 (40), 219 (18),
187 (12), 175 (34), 149 (47).

Biumenol C 83 (nor-isoprendide)

M 12 OH

7 2]

1
O 13

Nome IUPAC:- 2-cyclohexeno-1-ona,4-(3-hidroxi-butila)-3,5,5-trimetila
C13H2 0, - MM 210

Isolado de: Salvia nemorosa (Labiatae) (Takeda ef a/., 1997).
RMN'M: Esp. 22, Tabela 15.

RMN™C: Esp. 18, Tabela 15.

DEPT, HMQC, COSY:- Espectros 19, 20 e 21.
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fV: Esp. 16 (filme em CH2Clz) vma, (cm 7'):- 3411 (larga e forte - OH}), 1738, 1650 (C=0-
C=C), 1459, 1378, 1258, 1125.
EM: Esp. 17 [miz (%)]:- 210 [Mj+ (90), 177 (40), 150 (60), 135 (94), 123 (87), 108 (95)

95 (100), 69 (86).

3.3.1.B. Purificac8o do extrato FDN (Folhas, Diciorometano, Neutro).

O exirato FDN (260,0 mg) de H. obovatus foi purificado utilizando-se CC sob
média press&c em silica-gel (230400 Mesh). Os compaostos foram eluidos da coluna em

diclorometano / metanol, inicialmente na proporcio 982 e a polaridade foi sendo

aumentada gradativamente até 80:20.

Foram obtidas 91 fragdes que, apés andlise por CCA, foram agrupadas em 13

grupos (Tabela 4),

Tabela 4:- Agrupamenic das fracdes obtidas na purificagdo do exirato FDN de H.

obovatus (Chapada dos Guimarges - MT),

CH2Clz:MeOH | Fragdes reunidas | Massa{mg) | Compostos isclados
98:2 1-5 19,5
8 0,7
7 27
8-10 23,5
11-13 20,8
14 - 18 15,3
19-22 16,4
23-40 46,9 Blumenol A 64
95:5 41 - 57 254 Isolariciresinol 33
58 -85 28,3 Nor-isoprendide 85
8010 66 — 71 21,0
72 -90 254
80:10 91 59
Total 251,8 (97%)

O Esquema 8 mostra as purificagbes das fragbes F23-40, F41-57

utilizando CCP.

e F58-65,
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Esquema 8:- Purificacfes por CCP das fragbes reunidas, descriias na Tabela 4.

Extrato diclorometénico “neutro” das folhas de M. obovafus — FDN (2800 mg)

F23-40 — 46,8 mg F58-85 - 28,3 mg
CCP CCF
diciorometanc / metanol 5% F41-57 - 25 4 mg hepianc / acetato 70% (2x)
heptano / acetato 90% (2x) heptano / acetato 80% (1)

VHETF3-3,0mg oo VH$5?4 - 7.2 mg
Biumenol A 84 CH,Cly / MeOH 8% Nor-isoprendide 65

VH51F5 — 3,7 mg
isolariciresinol 33 *

* Observagdio:- A substancia 33 jé foi isolada anteriormente do extrato FDA e seus dados
esto descritos na pagina 33.

Blumenol A 84 (nor-isoprendide)

11 OH

12
OH
7 g

] 13

Nome IUPAC:- 6,9-diidroxi-8-apo-s-caroten-1-ona

C13tz00s - MM 224

isolado de: Perroitetia multifiora (Celastraceae) (Gonzalez ef al., 1994)

RMN'H:- Esp. 27, Tabela 186.

RMN™C:- Esp. 25, Tabela 18.

DEPT, gCO3Y:- Espectros 26 e 28.

IV:- Esp. 23 (filme em CH2Clp) vmax (cm ~'):- 3409 (forte e larga - OH), 1736, 1655 (C=C-
C=0), 1439, 1374, 1274.

EM:- Esp. 24 [m/z (%)]- 224 [MI+ (0,5), 89 (7), 79 (15), 107 (9), 124 (100), 135 (8), 150
(8), 168 (8).
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Nor-isoprendide 85 (inédito}

Nome IUPAC:- 2-cyciohexenc-1-ona,4-(3-hidroxi-butila)-3-hidroximetila, 5 5-dimetila
Ca3Haa0s - MM 226

RMN'H:- Esp. 34, Tabela 17.

RMN™C:- Esp. 31, Tabela 17.

DEPT, HSQC, gCOSY, cycleNOE:- Especiros 32, 36, 33 e 35,

W:-Esp. 29 (filme em CHyCly) v (om ™")i- 3419 {forte e larga OH), 1642 (C=C-C=0),
1459, 13882, 1296.

EM:- Esp. 30 [miz (%)]:- 226 [M]+ (10}, 55 (72), 67 (43}, 79 (53}, 85 (100}, 109 (80), 121
{53}, 135 (50), 152 (45), 179 (27), 208 (44).

3.3.1.C. Purificacao do extrato FDB (Folhas, Diclorometano, Basico).

O extrato FDB (150,0 mg) de H. obovatus foi purificado utilizando-se CC sob
média presséoc em silica-gel (230-400 Mesh). Os compostos foram eluidos da coluna em
diclorometano / metanol na proporcdo 991 e a polaridade foi sendc aumentada
gradativamente até 80:20. Foram obtidas 119 fraces que, apés analise por
cromatografia em camada analitica (CCA), foram agrupadas em 20 frages.

Apds o agrupamento, foram feitas novas anélises das fragSes utilizando-se CCA
que indicaram que as fragbes ainda estavam bastante impuras. Devido as peguenas
quantidades obtidas, optamos pela utilizagdo da cromatografia gasosa acoplada ‘3
espectrometria de massas (CG/EM) para avaliagdo das fracbes. Os cromatogramas
apresentaram muitos picos, sendo que as comparagfes dos espectros de massas de
cada pico com a biblicteca do apareiho (NIST) ndc esclareceu sobre a classe de
compostos que estava presente nas misturas. Isto nos desencorajou a purificar estas
fragdes.
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3.3.2. Obtencao do extrato etandlico da casca + caule de H. obhovatus
coietados na Chapada dos Guimaries - MT

A casca + caule de H. obovatus (325 g), coletados na Chapada dos Guimarges -
MT foram moidas e submetidas & extragcBo em Soxhiet utilizando-se etanol, que fol
removido em rota-evaporador sob presséo reduzida obtendo-se 16,4 g de extrato.

3.3.2.A. Tratamento 4cido do extrato etandlico da casca + caule de H.
obovatus (Chapada dos Guimaries - MT)

Parte do exirato etandlico (2,5 g - item 3.3.2.) foi solubilizade em uma mistura de
etanol e agua. Vagarosamente foi adicionada 2 esta solugdo uma solugo aguosa de
acido cloridrico 10% até que ndo houvesse mais a precipitagdo de um sélido branco. O

precipitado foi filtrado, solubilizado em diclorometano e apos lavagem com solugdo de
NaHCOs, obteve-se 565,0 mg do extrato denominado CPA (Esquema 9).

Esquema 9:- Tratamento acido do exirato etandlico da casca + caule de H. cbovafus
{Chapada dos Guimardes - MT).

Casca + caule

1. Exiragéo com etanol a quente.
2. Evaporacdo do solvente a presséo reduzida.

Extrato etandlico bruto -~ 2,5 g
1. Dissolucdo do exirato etandlico bruto em EtOH e H:O.
2. Adicao de solucado 10% de HCI. Filtracdo do ppt formado.

Precipitado

Dissolugdo do ppt em CH,Cl,, lavagem com sclucéo de NaCOUs;
€ evaporacao do solvente a pressao reduzida.

Extrato CPA — 565 mg
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3.3.2.A.a. Purificagéo do extrato CPA (Casca + caule, Acido).

O extrato CPA de H. obovatus (565,0 mg - item 3.3.2.A) foi purificado utilizando-
se CC sob média presséo em silica-gel (230-400 Mesh). Os compostos foram eluidos da
cojuna com as misturas de solventes heptano / acetato de etila na proporcéo 85 : 5 ¢, em
seguida, diclorometano / metanol na proporcac 95 : 5.

Foram obtidas 64 fracbes que, apds andlise por CCA, foram agrupadas em 11
grupos (Tabela §).

Tabela 5:- Agrupamento das fracSes obtidas na purificacdo do extrato CPA de H.
obovatus (Chapada dos Guimaraes - MT).

Heptano:acetato Fragles Massa (mg) Compostos isolados
reunidas
85:5 1-2 82,0
3-8 150,0 acetil lupeol 22, ac. a-amirina 20, ac. -
amirina 21 e ac. germanicol 68
7-11 16,4
12-13 12,4
14-22 84,5
23-30 32,0 estigmasterol 26,
B-sitosterol 27 ¢ campesterol §7
31-37 63,7
38 - 47 23,0
CHClL/MeOH 5% 48 - 53 16,0
54 - 56 0,7
57 - 64 9,3
Total 477,0 (84%}

O Esquema 10 mostra a purificacdo das fragbes F3-6 e F23-30 utilizando CC e
CCP.



Esquema 10:- PurificagBes por CC e CCP das fractes reunidas, descritas na Tabels 5.

Extrato de H. obovatus - CPA (565,0 mg)

CC sob média presséo (silica-ge! - 230-400 Mesh)

VH30 F3-8 - 150 mg
acetil lupeo! 22, ac. a-amirina 20,
ac. B-amirina 21 e ac. germanicol 8

heptano / acelaio de etila 5%

|

F23-30 - 39,0 mg

CcP
heptano/acetato 30%

VH31F8
Estigmasterol 26, B-sitosterol 27,
campesterol 87

VH30F3

(acetil lupeol + ac. a-amirina + ac. B-amirina + ac. germanicol)

RMN'H (300 MHz, CDCls / TMS):- Esp. 38,
RMN™C (75 MHz, CDCls / TMS):- Esp. 37.
EM: Esp. 39.

Acetil lupeol 22 (triterpeno)

Nome IUPAC:- Lup-20-(29)-en-3p-acetoxi
CaaH50, - MM 468

39



Acetil a-amirina 20 (triterpeno)

Nome IUPAC:- Urs-12-en-38-acetoxi
Ci2H5402 - MM 470

Agcetil B-amirina 21 {triterpeno)

30 28

Nome IUPAC:- Olean-12-en-3B-acetoxi
CaaHs402- MM 470

Acetil germanicol 86 (triterpeno)

Nome IUPAC:- Olean-18-en-3p-oi
ngﬁsz@g = M 468
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VH31F6

(estigmasterol + B sitosterol + campesterol)

RMN'H (300 MHz, CDCls / TMS):- Esp. 41
RMNC (75 MHz, CDCl3 / TMS):- Esp. 40.
EM: Esp. 42,

Estigmasterol 26 (esterdide}

Nome IUPAC:- 38-stigmast-5, 22-dien-3-ol
CaolssO - MM 412

B-sitosterol 27 (esterdide)

Nome IUPAC:- 33-stigmast-5-en-3-ol
Cag HeoO -~ MM 414

41
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Campesterol 87 (esterébide)

Nome IUPAC:- (24R)-5-ergosten-28-ol
Cag HaeO - MM 400

Embora os testes de Mayer para alcalbides realizados com os extratos etandlicos
de Himatanthus obovafus, tenham dado resultados positivos, ndo foram isolados
alcaldides como era nosso objetivo inicial e, portanto, optamos pela realizacdo de uma
extragd@o por partico de soiventes com polaridades diferentes do extrato etandlico da
casca + caule de H. obovatus (Chapada dos Guimaraes - MT).

3.3.2.B. Particao do extrato etandlico da casca + caule (item 3.3.2.} de
H. obovatus (Chapada dos Guimaraes - MT)

Parte do extrato etandlico (9,0 g) foi submetide a uma particBo com solventes de
poiaridades diferentes (heptano, diciorometano e etanol), obtendo-se os exiratos
denominados CHCh, CDCh e CECh como mostrado no Esquema 11.

(CHCh — Casca + caule, Heptano, Chapada dos Guimardes, CDCh — Casca + caule,
Diclorometano, Chapada dos Guimar3es e CECh — Casca + caule, Etanol, Chapada dos
Guimaraes).
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Esquema 11:- Partico do exirato etandlico da casca + caule (item 3.3.2.) de H.
cbovatus (Chapada dos Guimardes - MT).

Casca + caule

1. Extracdo com etanol a quente.
Z. Evaporac8o do solvente 2 pressdo reduzida.

Extrato etandlico bruto - 8,0 g

Adigdo de heptano, agitacdo, filtracic e
evaporacéo do soivente a pressio reduzida.

Residuo

Exirato diclorometanico —~ CDCh

10¢g Extrato etanslico — CECh
229

Extratc hepténico — CHCh

34¢ Adic&o de diclorometanc, agitacao, filtracdo

& evaporacaoe do solvente a pressdo reduzida.

3.3.2.B.a. Purificacdo do extrato CDCh {Cascas + caule, Diclorometano,
Chapada dos Guimares) de H. obovatus.

C extrato CDCh de-H. obovatus (0,82 g - item 3.3.2.B) foi purificado utilizando-se
CC sob média press@c em silica-gel (230-400 Mesh). Os compostos foram eluidos da

coluna iniciaimente em diclerometano (100%), aumentando-se gradativamente a
polaridade com metanol até a proporgéo de 75:25.

Foram obtidas 98 fracBes que, apds analise por cromatografia por CCA, foram
reunidas em 22 grupos (Tabela 8).
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Tabela 8:- Agrupamentc das fracSes obtidas na purificac&o do exirato CDCh de H.
obovatus {Chapada dos Guimaraes — MT).

CHzClo/MeOH | Fragdes reunidas | Massa (mg) Compostos isclados
100: 0 1-7 2314
8-13 234 acetil lupeo] 22, ac. a-amirina 28, ac. #-
arnirina 21 e ac. germanicol 68
88:2 14 - 18 21,0 B-sitosterol 27
18- 20 47
21-23 8,6
24 4,4
25-27 11,3
28 18,3
28 - 31 18,8
32-34 14,5
35- 38 11,2
96 4 38-42 13,9
43-53 59,0
54-55 18,3
92:8 56 - 61 436
62 -65 16,4
66 -72 31,1
85:15 73-76 20,5
77-83 33,9
80:20 84 - 89 32,1
90 - 97 16.4
75:25 g8 215
Total 769 (93%)

O Esquema 12 mostra as purificagbes das fragdes F8-13 e F14-18, utilizando

CCP.
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Esquema 12:- Purificagbes por CCP das fracfes reunidas, descritas na Tabela 6.

Extrato de H. obovatus - CDCh (0,82 g)
CC sob media pressao (silica-gel 230-400 Mesh)

CHCl; 7 MeOH
|
FB-13-23.4
F14-18 -21 mg
CCP
CH,Cl, / MeQOH 1% CcCP
CHLCl / MeOH 1%
VH49F3 * .
Acetil lupeol 22, de a-amirina 20 e de B- VHS0FS

amirina 21 e germanicol 8§ p-sitosterol 27

e} i i} e cacouas

do extratc CPA e seus dados estdo descritos nas paginas 39 a 41.

VH49F3

{ac. de lupeol + ac. de a~amirina + ac. de B-amiring + germanicol)

RMN'H (300 MHz, CDCls / TMS):- Esp. 44.
RMN™C (75 MHz, CDCls / TMS):- Esp. 43.

VHDBO0F5
{B sitosterocl)
RMN'H (300 MHz, CDCl; / TMS):- Esp. 46.
RMN®C (75 MHz, CDCl; / TMS):- Esp. 45.
EM: Esp. 47.
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Em julho de 1998, foi realizada uma nova coleta de Himatanthus ohovalus na
cidade de Casa Branca, interior do Estado de Sao Paulo.

3.3.3. Obtencio do exirato etandlico da casca de H. obhovatus coletadsa

em Casa Branca (SP)

A casca de H. obovatus (680 g) foi moida e submetida & extracéo em Soxhist
utilizando etanol, gue foi removido a pressdo reduzida obtendo-se 50 g de exirato. Foi
feita uma particdo liquido-liquido com solventes de polaridades diferentes (heptano,
diclorometano e etanol) obtendo-se os extratos denominados CHCb, CDCb e CECD,

como mostrado no Esquema 13.

{CHCb ~ Casca, Heptano, Casa Branca, CDCh -~ Casca, Diclorometano, Casa Branca e CECh
- Casca, Etanol, Casa Branca).

Esquema 13:- ParticBo do extrato standlico da casca de H. cbovafus
(Casa Branca - SP).

Casca-660¢g

1. Extracio com etanol a guente.
2. Evaporacéo do solvenie a pressio reduzida.

Extrato etandlico bruto - 50,0 g

Adicao de heptano, agitaco, filtracdo e
evaporagéo do solvente a pressio reduzida.

Residuo

Extrato heptanico — CHCb
220¢g Adicao de diclorometano, agitacéo, filiracdo e
evaporacio do solvente a pressao reduzida.

Extrato diclorometanico — CDCh Exirato etandlico - CECh
6.8¢g 220g
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3.3.3.A. Purificacdo do extrato CDCb (Casca, Diclorometano, Casa
Branca) de H. obovatus.

O extrato CDCb (4,0 g) de H. obovatus foi purificado utilizando-se CC sob média
presséo em silica-gel (230-400 Mesh). Os compostos foram eluidos da coluna com a
mistura em cloroférmio / metanol, inicialmente na proporgio 991 e a polaridade foi
sendo aumentada gradativamente até 50:50.

Foram obtidas 172 fracdes que, apds analise por CCA, foram reunidas em 26
grupos {(Tabela 7).
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Tabela 7:- Agrupamento das fragBes obtidas na purificacdc do extrato CDCb de H.

obovatus (Casa Branca - SP).

CHCI/MeOH | Fracdes reunidas Massa {mg) Compostos isolados
106:0 1-10 2456
11-13 29,8
981 14 - 186 48,9
88:2 17 -22 23,4
23-30 488
31-34 494 8
35-38 2818
39-40 68,3
41-48 135,82 Hidroxipinoresinol 88
49 -85 93,7 Lariciresinol 88
56 - 58 57,6
59-7C 103,
71-73 18,7
85:5 74 - 8O 51,3
81-86 130,3
87 - 91 27,5 Olivil 70
g2 - 101 122,4
9010 102 - 110 108,3
111-116 151,1
117 -122 109,6
123-133 3243
8C: 20 134 - 141 162,9
142 - 154 2086
50:50 155 - 169 2033
170 - 171 50,3
172 48,3
Total 3329 (83%)

O Esquema 14 mostra as purificagbes das fracbes

utilizando CCP.

F41-48, F49-55 e F87-91,
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Esquema 14:- Purificacdes por CCP das fracSes reunidas descritas na Tabela 7.

Extrate diclorometanico de H. obovatus - CDCb (4,0 g}

CC sob média pressio (stlica-gel 230-400 Mesh)
CHCI; / MaOH
F41-48 - 135,89 mg F87-91-275mg
CCP heptano _ CCP heptano
/ acetato 75% F49-85-93,7 mg { acetato 90% 2x
LOP heptano
CBH35F3 - 30,4 mg / acetato 80% CB40F1 -45mg
Hidroxipinoresinol 68 ofivil 70
CBH37F3- 14,5 mg
CCP hepiano
{ acetato 80%

CBH38F3-5,0mg
lariciresinol 68

Hidroxipinoresinol 68 (lignana)

_OH

Nome IUPAC:- 2,6-Bis(4-hidroxi-3-metoxifenil}-3, 7 -dioxabiciclo [3.3.0] octan-1-ol
CooH207 - MM 374

Isolado de: Olea europaea L. (Oleaceae) (Tsukamoto ef. al., 1984A)

RMN'H:- :- Esp. 52, Tabela 21.

RMN®C:- Esp. 49, Tabela 21.

DEPT, HSQC, gCOSY, cycleNOE:- Espectros 50, 51,53 e 54. | &

i
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iV:- Esp. 48 (filme em CHyCla) vima (cm™'):- 3386 (forte e larga - OH), 1729, 1812 e 1517
(C=C Aromaticos), 1374 (OH)
EM:- Esp. 55 [miz (%)]:- 374 [M]” (100), 222 (20), 193 (15), 165 (31), 151 (75), 137 (52).

Lariciresinol 89 (lignana)

CH3O 4

MNome IUPAC:- 4,4’,9~tréh§dmxi—3;3’-dimeiax§-?,9’-epexil§gman&

CaolHiae0s - MM 360

isolado de: Araucaria angustifélia (Araucariaceae) (Fonseca ef. al., 1978)

RMN'H:- Esp. 81, Tabela 22,

RMN™C:- Esp. 58, Tabela 22.

DEPT, HMQC, gCOSY:- Espectros 59, 60 e 62.

IV:- Esp. 56 (filme em CHaClo) vinax (cm™):- 3385 {forte e larga - OH), 1718, 1602 e 1516
{C=C Aromaticos), 1384 (OH)

EM:- Esp.57 [m/z (%)}~ 360 [M]" (81), 345 (4), 236(10), 221 (8), 205 (10), 194 (24), 151
(37), 137 {100}
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Olivil 70 (lignana)

CHiO

Mome IUPAC:- 4 4 9,8 -tetrahidroxi-3,3'-dimetoxi-7,9'-epoxilignana

CaoH240r - MM 376

Isolado de: Strophanthus gratus (Apocynaceae) (Cowan ef af., 2001}

RMN'H:- Esp. 68, Tabela 23.

RMN™C:- Esp. 65, Tabela 23.

DEPT, HETCOR, gCOSY:- :- Espectros 86, 87 e 69.

V:- Esp. 63 (filme em CHaCl) vmax (cm™):- 3405 (forte e larga - OH), 1726 {fraca e
larga), 1603 e 1515 (C=C Aromaéticos}, 1377 (OH).

EM:- Esp. 64 [m/z (%)]:- 376 [M]" (60), 327 (18), 297 (23), 153 (40), 137 {100).

3.3.3.B. Purificag@o do extrato CECh (Casca, Etanol, Casa Branca) de #.
obovatus.

O extrato CECb (5,0 g) foi purificado utilizando-se CC sob média pressdo em
silica-gel (230-400 Mesh). Os compostos foram eluidos da coluna com & mistura dos
solventes cloroférmio / metanol, iniciaimente na proporgdo 85:15 que foi sendo
aumentada gradativamente até 50:50.

Foram obtidas 140 fracbes que, apds analise por CCA, foram reunidas em 17
grupos (Tabela 8).
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Tabela 8:- Agrupamento das fragSes obtidas na purificacdo do extrato CECbh de H.
obovatus {Casa Branca - SP).

CHCI/MeOH | Fracbes reunidas Massa {mg) Compostos isolados
85:15 1-3 8,6
4-10 1653
11-12 4898
13-15 55,4
18- 19 73,8
20-29 5208 Plumieride 11
30-35 71,8
36-57 2135
80:20 58 -84 2175
85-84 788,3
75:25 85-99 2150
100 - 105 96,1
70:30 106 - 117 10548
118- 121 254
80 : 40 122- 128 34,5
50: 50 129- 138 124 1
140 2133
Total 3.927 (79%)

O Esquema 15 mostra a purificacdo da fracdo F20-29 utilizando CC.
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Esquema 15:- Purificacdo por CC do extrato CECb de H. ocbovatus

(Casa Branca - SP).

Extrato CECb de H. obovatus - (5,0 g)

CC sob média pressao (silica-gel 230-400 Mesh)
CHCl; / MeOH

CB8F20-29 - 5208 mg
Pimieride 11

Plumieride 11

Ca1Mzs0q2 - MM 470

Isolado de: Himatanthus fallax {Apocynaceae) (Abdel-Kader et. al., 1997).

RMN'H:- Esp. 74, Tabela 24.

RMN"C:- Esp. 71, Tabela 24.

DEPT, HETCOR, COSY:- Espectros 72, 73 e 75.

IV:- Esp. 70 {filme em CHCl) vmax (om™)- 3422 (forte e larga - OH), 1727 (forte -
carbonila o-B insaturadas), 1635 (C=0)

EM:- Esp. 76 [m/z (%)]:- 470 [MI", 307 (42), 167, 149 {100)

3.3.4. Acetilacdo do extrato CECb de H. obovatus (Casa Branca - SP)

O extrato CECb (5,0 g) de H. obovatus foi acetilado utilizando-se anidrido acético,
piridina e dimetil aminc piridina (DMAP) em diclorometano. A reacfo foi mantida em
agitacdo a temperatura ambiente durante a noite. Foram obtidos 4,80 g do exrato
acetilado, sendo que o controle da reagdo foi feito obtendo-se especitros no
infravermeiho dos exiratos antes e 2pds a reagdo de acetilagio.
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3.3.4.A. Purificacdo do extrato CECb acetilado de H. obovatus {Casa
Branca - SP)

O extrato CECb acetilado de H. obovatus (4,80 g} foi purificado utilizando-se CC
sob média press&o em silica-gel (230-400 Mesh). Os compostos foram eluidos da coluna

com a mistura dos solventes heptanc / acetato de stila 2, em seguida, foi usada a
mistura cloroférmio / metanol.

Foram obtidas 145 fragBes que, apés andlise por CCA, foram reunidas em 38
grupos (Tabela 9).
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Tabela 9:- Agrupamento das fracbes obtidas na purificacdc do extrato etandlico
acetilado da casca (CECb acetilado) de H. cbovatus (Casa Branca - SP).

Heptano/acetaio Fracles Massa {mg) Compostos isolados
reunidas
5050 1—-4 63,0
5 258
8 2800
7 879.3
8-9 981.0 Inositol 71
10 185,7
11-15 g17.8
16 - 20 112,86
21-25 91,5
7030 26 11,5
27 —28 438
29 30,2
30-33 37,7
34 -39 314
40 — 44 15,4
0: 100 45 -53 36,2
54 - 83 30,1
CHCI; 7 MeQOH
100: 0 64 — 67 10,0
868 - 75 49
899 :1 76 -83 4,5
84 - 89 4.7
95;5 80 -93 85,4
94 - 101 33,8
90: 10 102 - 110 1677
111 -120 86,3
80.20 121-128 28.1
1286 — 131 80,3
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Tabela 9 {continuag&@o}:- Agrupamento das fragfes obtidas na purificacdo do exrato
etandlico acetilado da casca (CECb acetilado) de H. obovatus (Casa Branca - SP).

CHCEs / MeOH Fragdes reunidas Massa (mg)} Compostos isolados
132 ~ 135 31,4
136 241
137 7.7
138 28,7
139 258
140 8,0
0: 100 141 0
142 284
143 230
144 18,1
145 1.1
Total 4.582 (99%)

O Esquema 16 mostra a purificacdo da fragao F8-9 utilizando CCP.

Esquema 16:- Purificacgo utilizando CC e CCP do extrato CECb acetilado.

Extrato CECb acetilado ~ 4,80 g

CC sob média pressao (silica~gel 230-400 Mesh)
neptano / acetato 1 : 1

CB26F8-9 (465, 0 mg)

CCP
heptanc / acetato 1: 1 (2x)

CB31F4




inositol 71

OCH;

OAc

Nome [UPAC:- inositol o-metil-penta acetaio

Ci7H24041 - MM 404

RMN'H:- Esp. 82, Tabela 25.

RMN™C:- Esp. 79, Tabela 25.

DEPT, HSQC, COSY:- Especiros 80, 81 & 83

IV:- Esp. 77 (filme em CHoCla) vims, (cm™):- 3407, 1752, 1370, 1226,

EM:- Esp. 78[m/z (%)]:- 405 [M]" (12), 345 (100), 331 (12), 303 (7), 182 (40).

57
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3.4. Testes de atividade biolégica

3.4.1. Testes de letalidade para Artemia salina {Leach.)

Ovos de Artemnia salina foram colocados para eclodir em solucéo de sal marinho
{38 g/l) durante 48 horas na claridade.

Os exiratos a serem testados (nas concentracdes de 1000, 100 e 10 ppm, cada
urna delas em friplicata - Esquema 17) foram colocados em pequenos frascos de vidro
transparentes aos quais foram adicionados duas gotas de dimstilsulféxide {para
solubilizacgo dos extratos), cerca de 3 miL de solucdo salina (38 gfl.}, 10 larvas de
Artemia salina e o volume foi ajustado a 5 mL com a solucdo salina.

Os frascos foram deixados em repouse, na claridade, e, apds 24 horas fez-se a
contagem do numero de larvas vivas.

Os dados obtidos foram analisados em programa Finmey (cedido pelo idealizador
do teste) para analise estatistica, obtendo-se ao final os valores de Clg, para os exiratos
testados, com um intervalo de confianga de 95%.

Esquema 17:- Diluicdo dos extratos brutos de H. obovatus ou substancias puras para ¢
teste utilizando Arfernia saiina.

Emm—
substancia pura ou extrato bruto (20 mg) + 1000 ppm 0,5 mL

sclvente para dissolugdc {2 mL) * 05mL
| > 05mL
0,2 mL desta mistura + 1,8 mL de 100 ppm e 3.5 Ml
solvente para dissolucio
P &« > 0.5 mL

% 0,5mL

0,2 mL desta mistura + 1,8 mL de 10 ppm ——p 0,5 mL
sclvente para dissoiugéo > 0.5 mL
L

0,5mb
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3.4.2. Testes de Bicautografia

Os extratos, as substancias puras (20ug) a serem testados e o antiflingico
ciclopirox olamina (ou o bactericida clorafenicol} foram aplicados em cromatoplacas
analiticas de 55 x 55 om (Merck) gue foram desenvolvidas em fases modveis
adequadas.

Para cada microrganismo testado (fungo ou bactéria), foram feitas duas placas
iguais, sendo que uma delas foi utilizada no teste de bicautografia & a outra foi
posteriormente “revelada” com solucdo de acido sulflrico / metanol (v : v - 1: 1) seguida
de aguecimento, funcionando como placa controle.

Uma das placas foi colocada em piaca de Petri previamente esterilizada.
Adicionou-se a placa de Petri aproximadaments 20 mL do meio de cultura apropriade ao
crescimento do microrganismo (fungo ou bactéria) e esta foi deixada em repouso até que
o meio se solidificasse. A suspenséo do microrganismo {contendo aproximadamente 10°
célulasiml) foi espalhada na placa de Petri com o auxilioc de uma alga de Digralski,
tambem esterilizada. Cada placa foi envolvida com filme de PVC transparente e
incubada durante sete dias a 27°C (no caso de fungos) cu durante dois dias a 37°C (no
caso de bactérias). Passado o tempo de incubacg3o foi observada a existéncia ou ndo de
halos de inibicdo no crescimento dos microrganismos, comparando-se cada piaca com a
sua respectiva placa controle € com um branco {placa de Petri sem cromatoplaca
analitica onde também foi inoculade o microrganismo).

Tanto os meios de cultura quanto as suspensdes de microrganismos foram
fornecidos pela Colec&o de Culturas Tropicais (CCT) da Fundagio Tropical de Pesquisa
e Tecnologia "Andre Tosello”, de Campinas - SP.

Os testes foram realizados inicialmente no laboratéric da Profa. Dra. Anita J.
Marsaioli (IQ/UNICAMP), sob a superviséo da aluna de pds doutorado Marisa Alves
Nogueira (Junho/1999) e, em uma segunda etapa, no laboratdrio do Prof. Dr. Aderbal F.

Magalhées e da Profa. Dra. Eva G. Magalhdes (IQ/UNICAMP) (Abril/2001) juntamente
com seus alunos de Doutorado.

Os microrganismos testados estio descritos na Tabela 10.
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Tabela 10:- Fungos e bactérias utilizados nos testes de Bioautografia.

Microrganismos
Testados

Junho
1989

Fungos
Afternaria affemata - CCT 1250
Aspergiltus fumigatus - CCT 01277
Cladosporium cladosporicides - CCT 5038
Fusarium oxysporium - CCT 3244
Penicillium oxalicum - CCT 4815
Rhizopus orizae -CCT 4964

Abril
2001

Fungos
Alfernaria affernata - CCT 1250

Aspergillus fumigatus - CCT 01277

Aspergilius niger- CCT 1435

Candida albicans - CCT 0776

Cladosporium cladosporioides - CCT 5039
Fusarium oxyspornium - CCT 3244

Peniciffium funicuflosum - CCT 0490

Rhizopus onizae -CCT 4964

Abrii
2001

Bactérias
Bacilus subtilis CCT 0089
Escherichia coli CCT 5050
Micrococcus iuteus CCT 2720
Salmonella typhimurium CCT 0528
Staphilococcus aureus CCT 4295
Streptococcus mutans CCT3440
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3.4.2.A. Mieios de cultura utilizados:

Para bactérias (meic NA (Agar Nutriente)): Peptona (5,0 g} + Extrato de carne (3,0 g) +
Agar (15 g) + Agua destilada {1000 mL).

Para fungos (meic MA (Agar Malte)): Extrato de Malte (20,0 g) + Agar (20,0 g) + Agua
Destilada (1000 mL).

3.4.2.B. Extratos efou substéncias puras testadas
Fungos {Junho/188%):- exiratos CHCb, CDCb e CECb

Pinoresinol 14, Blumenol C 83, Blumenc! A 84, Nor-
isoprendide 85 e Plumieride 11

Fungos (Abril/2001):-  Pinoresinol 14, Isolariciresingl 33, Biumenol C 83, Blumena! A
84, Nor-isoprendide 85, Hidroxipinoresinol 68, Lariciresinol 69,
Plumieride 11 e Inositol 71

Bactérias (Abril/2001):- Pinoresinol 14, Isolariciresinol 33, Blumenol C 63, Blumenol A
64, Nor-isoprendide 85, Hidroxipinoresinol 68,
Lariciresinol 89, Plumieride 11 e Inositol 71
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Tabela 11:- Resultados obtidos nos testes de Bicautografia (~ n&o foi observado halo de

inibicdo / + observou-se halo de inibigio).

Extratos e substancias testados

FUNGOS - Junho / 1899 | CHCb [ CDCb | CECb | 14 | 63 | 64 | 85 | 11

Alternaria altemata - - - - - - - -

Aspergifius fumigatus - - - - - - - -

Cladosporium - - - - - - - -
ciadosporioides

Fusarium oxysporium - - - - - - - -

Penicifium oxaficum - - - - - - - -

Rhyzopus orvzae - - - - - - - -

Substéncias testadas

Fungose Bacterias | 14 | 33 | 83 | 64 | 65 | 68 | 69 Y & |
testados

Alternaria alternata - - - - - - - - -

Aspergillus fumigatus - - - - - - - - -

Aspergillus niger - - - - - - - - -

Candida albicans - - - - - - - - -

Cladosporium a - - - - - - - -
cladosporioides

Fusarium oxysporium - - - - - - - - -

Penicilium funicufiosum - - - - - - - - -

Rhyzopus oryzae - - - - - - - - -

Staphitococcus aureus - - - - - - . - -

Micrococcus iufeus - . - - - - - - -

Bacilius subtilis - - - - - - - - -

Salmonella typhimurium | - - - - - R - - -

Escherichia coli - - - - - - - - -

Streptococcus mutans - e - - - - - - -
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3.4.3. Testes de Atividade Anti proliferativa

Os extratos diciorometanico e etandlico (CDCh e CECh) de Himatanthus ocbovatus
{coletada em Casa Brancea) foram testados para inibiggo da proliferacéo de células “in
vitro™,

Estes testes foram realizados pela entdo aluna de Mestrado Luciana Konscny
Kohn e por Marcie A Antonio, orientadas pelo Prof. Dr. Jo8c Emesto de Carvalho no
Centro  Pluridisciplinar de  Pesqguisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas
(CPOBA/UNICANP).

A avaliagdo da atividade anticancer de cada extrato foi realizada utilizando-se 4
linhagens celulares, derivadas de 4 iipos de tumores humanos:
20 K-562 - leucemia
20, NCI-460 - puimao
& UACC-62 - melanoma
& MCF 7 - mama

Os exiratos, nas concentragbes de 15,625, 31,250; 62,500 e 125,000 pg/mi.,
foram adicionados em plaéas de 96 divisbes, sendc que cada placa continha uma
linhagem celular.

Apbs um periodo de incubacgio de 48 horas, as céiulas foram fixadas através da
adicdo de &cido tricloroacético 50%. Apds 60 minutos, o &cide foi removido e as placas
foram lavadas em &gua corrente para, apés secagem, serem coradas com a
sulforodamina B 0,4% em acido acético 1% {SRB). Apds 30 minutos, o excesso de SRB
foi removido das placas através da lavagem destas com solucao 1% de acido acético. O
corante foi solubilizado pela adicao do tampéo tris base.

A leitura optica foi realizada em leitor de ELISA a 540 nm (Skehan ef a/., 1980).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nosso grupo tem frabalhado com espécies dos géneros Tabemaemontana e
Rauvoffia (pertencentes & Familia Apocynaceae e & sub-familia Rauvolficideas), ambos
ricos em alcaldides inddlicos.

Durante uma viagem reglizada pelas ent3o alunas de Doutorado ingrid Koch
{(Departamento de Botanica - Instituic de Biologia - Unicamp), Lucilia Kato
{Departamento de Quimica Organica - instituto de Quimica - Unicamp) e pela Profa. Dra.
Raque! Margues Braga (Departamento de Quimica ()rgénic;a - instituto de Quimica -
Unicamp) ac Mato Grosso foram coletadas inGmeras espécies vegetais, entre as guais, a
Himatanthus obovatus, pertencente & mesma familia e 2 mesma sub-familia dos géneros
Tabermnaemontana e Rauvoffia. Além disso, pelo fato de existir um ndmero reduzido de
trabalhos na literatura do género Himatanthus e nenhum destes trabaihos descrever o
isolamento de alcaldides, iniciamos ¢ estudo desta planta visando o isolamento de
alcaidides inddlicos.

O material vegetal de H. obovatus utilizado no inicio deste trabalho foi coletado na
regi&o da Chapada dos Guimardes (MT) na viagem realizada no periodo de 06 a2 16 de
janeiro de 1998 com apoio financeiro da FAEP - Unicamp. A exsicata deste exemplar
esid depositada no Herbério UEC do Instituto de Biologia (Unicamp) com a identificacéo:
ingrid Koch 808, Lucilia Kato, Raquel M. Braga & Renato Belinelio (UEC135208).

Em julho de 1998 foi realizada uma nova coleta de H. obovatus na cidade de Casa
Branca (SP) para a continuacio do nosso trabalho. A exsicata deste material esta
depositada no Herbario UEC do Instituto de Biologia (Unicamp) com a identificacso:
Angela L. B. Sartori 316, Valéria B. de Lima (UEC 105704).

4.1. Folhas de Himatanthus obovatus coletadas na Chapada dos
Guimaraes - MT

As folhas de H. obovatus (630 @), secas em uma estufa durante g viagem de
coleta, foram molidas e extraidas a frio utilizando-se etanol. Obteve-se 109 g do extrato
etandiico bruto.

A formagéo de precipitade branco com reagente de Mayer indicou teste positivo
para a presenca de alcalbides no exirato etandlico bruto, o que nos levou a realizar a
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extracZo acido-base deste extrato, conforme descrito no Esquema a seguir (repeticio do
esqguema 6 - Parte Experimental).

Esquema 6:- Esquema de extracdo acido-base das folhas de H. obovaius
{Chapada dos Guimardes - MT)

Folhas —630 g

1. Bxdracdo com stanol a frio.
2. Evaporacao do solvente a pressio reduzida.

Extrato etandlico bruto — 108 ¢

1. Adigéo de solucdo 10% de HAc, agitacdo.
2. BExiracéo com CH.Ch e evaporacdo do solvente.

Extrato CHoCl “acido” — EDA Fase aguosa acida

560 mg 1. Adigio de KoCOs até pH neutro.
2. Bxdracdo com CHCl e evaporacso do
solvents.

Extrato CH2Clz "neutro” ~ FDN
260 mg Fase aquosa heutra

1.  Adicho de K,CO; até pH basico.
2. Bxracdo com CHLCl e evaporacio
do solvents.

Extrato CH,Cl, “basico” — FDB
150mg

FDA - Folhas, Diclorometano, Acido, FDN - Folhas, Diclorometanoc, Neutro e FDB -
Folhas, Diclorometano, Basico.
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4.1.1. Extrato FDA (Folhas, Diclorometano, Acido} de H. chovatus.

A purificagio do exirato FDA foi realizada em coluna cromatografica (CC) sob
media pressdo e as fracdes obtidas foram purificadas por cromatografia em camada
preparativa (CCP). Obtivemos trés substancias cujos espectros de RMN em 1D e 2D, IV
Ze espectro de massas n&o eram caracteristicos de alcaléides inddlicos COMmo era nesss
expectativa inicial.

Analisando-se os dados espectrais das substéncias isoladas chegamos as
estruturas das lignanas Pinoresinol 14 e Isolariciresinol 33 e do nor-isoprendide
Blumenol C 83. As estruturas s&o mostradas como um dos enantibmeros para indicar 2
configuracgo reiativa e no a configuracio absoluta.

Pinoresinol 14

/\;/OH
i fi
o 1 I
e \2? \/ d
¢
ann‘}js "\' ‘S

No espectro de IV de VH52F32 (Esp. 1) observa-se bandas em 1603 e 1514 cm™
caracteristicas das ligagbes C=C de anéis aromaticos. Sao cbservadas também uma
banda forte e larga em 3385 cm™ e outra em 1384 cm™ caracteristicas de grupamentos
O-H (Silverstein e Webster, 1998).

No espectro de massas de VH52F32 {(Esp. 2) observa-se o pico de ion molecular
m/z igual a 358 e a perda de 31 unidades de massa do ion molecular, caracteristica da
perda de grupamentos metoxila.

Analisando-se os especiros de RMN'™C e DEPT (Esp. 3 e 4) de VH52F32
observa-se a presenga de 10 sinais referentes a 1 CHs, 1 CHy, 5 CH e 3 Carbonos
quaternarios. Considerando-se apenas estes sinais de Carbono e Hidrogénio seria
esperado um pico de ion molecular m/z aproximadamente igual a 130, entretanto o
observado no especiro de massas € igual a 358. Isto nos fez pensar em uma molécula
simétrica, onde cada sinal no espectro de RMN'C corresponderia a dois carbonos da

molécuia.
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Observa-se 6 sinais no espectro de RMN'C tipicos de anel aromatico: 3 sinais
referentes & CH em & 108,8; 114,4 e 119,1, que no HSQC (Esp. 5) se relacionam
respectivamente com ¢ dubleto a5 6,91, com o dubleto 288,88 e como duplo dubleto a
& 6,82 (Tabeia 12) e 3 sinais referentes 2 carbonos guaternarios gque aparecem em &
133,0; 145,4 & 146.9. Esies dados s80 coerentes com 3 presenca de ane! aromatico iri-
substituido (Esp. 6, RMN 'H),

O espectro de RMN'™C também mostra um sinal em 5 56,1 (CH3) que se reiaciona
no espectro de HSQC a um singleto em & 3,90, caracteristico de grupamentos metoxiia.

Observa-se ainda os sinais em § 71,8 (CHz), que no HSQC se relaciona a um
muitipteto em & 3,80-3,90 e a um duplo dubleto em § 425 (6,9 e 9.1 Hz) e, o sinalem &
86,0 (CH) gue se relaciona a um dubletc em & 4,74 (4,4 Hz). Estes desiocamentos
sugerem a presenca de carbonos ligados a dtomos de oxigénio.

Os dados espectrais de VH52F32 s8c concordanies com os dados ds lignana
pinoresinol 14, isolada anteriormente de H. fallax (Abdel-Kader, 1997).

Tabela 12:- Deslocamentos quimicos de RMN *C e de 'H do pinoresinol 14.

Carbono 8 (ppm) de *°C | Tipo de carbono| & (ppm) de 'H J (Hz)
1eb 543 CH 3,08 dd (5 e 6}
QOCHa, 56,1 CHs 3,80 8
4e8 71,8 CH, 3802320 m

4,27 dd (7e9)
2e8 86,0 CH 477 d 4
2e2" 108,8 CH 8,91 d(2)
eb" 114,4 CH 6,88 d (8)
geg" 119,1 CH 6,82 dd {2 e8)
1Te1” 133,0 Ci# - -
4'e4q" 145 4 Cé# - -
3 146.9 C# - -
Py
T
Rl
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A confirmacdo da configuracBo relativa dos carbonos C1-C2 e C5-C8 do
pincresinol 14 foi feita por comparacdo com os dados de RMN™C da iteratura dos
compostos dieudesmin 72 (Agrawal e Thakur, 1985), {+)-pinoresinol 73 (Tsukamoto ef.
al., 1984-B), epipinoresinol 74 (Rhaman et. al,, 1990} e {-}-pinoresinol 75 {Lin-gen et. al,

1882}, conforme descrito na Tabela 12 e na Figura 10.

Tabela 13:- Deslocamentos quimicos dos Carbonos 1 & 2 do pinoresinol 14, guando a
relagdo dos hidrogénios 1 e 2 & cis ou trans

& C1 {ppm) § C2 {ppm)
Hqz cis 495 83,9
Hqgz trans 538 852
Obde
OMle
OH

OMe

OMe  gieudesmin

O

epipinoresinol

OMe

OMe

{(+) - pinoresino! 73

{-} - pinoresinol

Figura 10:- Deslocamentos quimicos de alguns isémeros do pinoresino 14.

ey
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Os resultados observados no espectro de NOESY 1D do pinoresino! 14 {Esp. 7}
possibilitaram a atribuico dos desiocamentos quimicos dos protons H8 - o e 8, &
também sugerem que a configuracdo relativa dos hidrogénios H1-H2 e dos hidrogénios
H5-HE de 14 seja trans. Quando foi irradiado o préton HB-B em § 4,77 houve um
aumento do sinal em § 3,91 referente aoc H8-§ e quando foi irradiadc o préton H8-o em §
4,27 houve um incremento dos sinais em § 3,91 referente ao préton H8-B e em & 3,08

referente ao préton Hi-o, conforme mostrado na Figura 11.

Figura 11:- Proposta da configurac&o relativa dos hidrogénios 1e 2 e 5e 6 para ¢
pinoresino! 14.

O espectro de massas de VH52F32 é coerente com o especiro de massas do
pinoresinol apresentado no artigo de Duffield (1967) e com a fragmentacéo proposta
para o pinoresinol por Lin-gen e colaboradores (1982).

Vale salientar que, dos trabalhos do género Himatanthus descritos na literatura
até o momento, compostos da classe das lignanas tinham sido isolados apenas da H.
fallax (Abdel-Kader ef. al, 1997), portanto esta é a segunda vez que lignanas sdo
iscladas do género Himatanthus.
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isolariciresinol 33

HCO._

No espectro de IV de VH17F4 (Esp. 9) observa-se bandas em 1804 e 1512 om
caracteristicas das ligacbes C=C de anéis arométicos e uma banda forie e larga em
3412 e caracteristica do grupamento O — H (Silverstein e Webster, 1998).

Analisando-se os espectros de RMN'°C e DEPT de VH17F4 (Esp. 10 e 11)
observa-se a presenca de sinzis referenies a 2 CHas, 3 CHy, 8 CH & 7 carbonos
quaternarics.

Os sinais referentes a 5 CH e a 7 carbonos quaternérios com deslocamentos
quimicos (8) superiores a 110 ppm, relacionados no HSQC {Esp. 12) & hidrogénios na
regido entre 8 6,5 e 6,7 nos indicam a presenca de dois anéis aromaticos substituidos
(Tabela 14).

O espectro de RMN'°C mostra 2 sinais em & 55,89 (CHs) e 55,96 (CHa)
relacionados no HSQC a hidrogénios em & 3,83 e 3,88, indicando a presenca de 2
grupamentos metoxila (Esp. 13, RMN "H).

O sinal em § 33,3 esta relacionado no especiro de HSQC aos hidrogénios em §
2,82 (dd-152e 11,7 Hz) e em 2,72 (dd - 15,8 & 4,4 Hz). Estes dois hidrogénios estio
relacionados no gCOSY (Esp. 14) ao multipleto em & 1,96-2,06 {relacionado ao carbono
em & 40,1) e este esta relacionado ac dupio dubleto em § 3,72 (11,0 e 8,1 Hz) e a0
multipleto em § 3,86-3,88 (relacionados ac carbonc em § 86,5). O sinal em § 86,5 é
caracteristico de um carbono ligado & oxigénio.

O multipleto em & 1,96-2,06 estsd relacionado no gCOS8Y so muitipieto em § 1,85-
1,98, que no HSQC esta relacionade ao carbono em § 47.9. O multipleto em § 1,85-1,98
esta relacionado ao hidrogénic em 8 3,72 (d - 11,0 Hz) (relacionado ac carbono em 48,0)
& tambem aos hidrogénios em § 3,51 (dd ~ 11,0 e 54 Hz)e 377 (dd- 11,025 Hz)

{relacionados ao carbono em 5 83,1). O sinal em & 63,1 também & caracteristico de um
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carbono ligado a oxigénio. As correlacbes observadas nos espectros gCOSY e HSQC
s&o mostradas a seguir.

3332 11 B85
{2B8Ze 431 (38T e
272§ @05 4372
—CHo ?MCHzmQH
~CHA-CH—CH,—OH
’ % 47,8 63,1
L// 1,98 377)

Os singietos em § 8,22 e 6,58 podem ser atribuidos aos hidrogénios de um anel
aromatico tetrasubstituido, onde os hidrogénios estdo na posicio “‘para” {A). Os sinais
em3659(d~19Hz),8665(dd-193e797Hz)eem 56,84 (d-7,87 Hz) podem ser
atribuidos aos hidrogénios de um ane! aromatico substituido nes carbonos C1,C3eC4

{B).

{A} hidrogénios em posicao "para” (B} substituigdo dos carbonos C1, C3 e C«

A estrutura proposta para VH17F4 € a da lignana isolariciresinol 33, cujos dados
especlrais observados sdo coerentes com os dados do Isolariciresinol isolado de Urtica
dioica por Schottner et. al. (1997) e de Araucaria angustifolia por Fonseca ef al. (1978).

Apesar de compostos da classe das lignanas j4 terem sido isolados de
Himatanthus fallax, esta é a primeira descricdo do isolamento do isolariciresinol para

este género.



Tabela 14:- Deslocamentos quimicos de RMN °C e de H do isclariciresinol 33.

Carbono 3 (ppm) de °C | Tipo de carbono| § (ppm) de 'H J (Hz)
1331 C# - -
2 111.4 CH 5,59 d (2}
3 1450 C# - -
4 1438 C#E - -
5 114,2 CH 5,84 d &
6 122.4 CH 6,65 dd (2 € B)
7 48 0 CH 3,72 d {11
8 47,9 CH 1,852 1,68 m
9 83,1 CH, 3517e dd (11 e 5)
3,77 dd (11 ¢ 3)
1 1275 C# - -
2 110,1 CH 6,58 8
3 148,7 C# - -
4 1445 C# - -
L 1154 CH 6,22 g
g' 137.0 C# - -
7 33,3 CH2 272e dd (16 e 4)
2,82 dd (16 & 12)
g 40 1 CH 1.96a2,08 m
g 88,5 CH2 372e dd (11 e8)
3862388 mi
OCHs 55,0 CH3 3,86 s
OCH; 55,9 CH3 3,83 s

72
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Blumenol C 83

No espectro de IV de AHOF2 (Esp. 18) observa-se uma banda larga e forte a 3411
cm”, caracteristica do grupamento O-H e uma banda forte a 1650 cm™! caracteristica da
ligacio C=0 guando este grupamenic esté conjugado & uma dupla ligacao, diminuindo o
carater n da ligagac C=0, sugerindc a presenca de uma carbonila o,B-insaturada
(Silverstein e Webster, 1998).

No espectro de massas de AHOFZ (Esp. 17) observa-se o pico de ion molacular
mvz igual a 210,

Nos especiros de RMN'C & DEPT de AHOF2 {(Esp. 18 & 19) sd0 observados 13
sinais referentes @ 4 CHs, 3 CHy, 3 CH e 3 carbonos quaterndrios (Tabela 15).

Os sinais em & 165,9 (C#); 125,3 (CH, relacionado no HMQC (Esp. 20} a0 singleto
em & 5,83} e 199,8 (C#) s&o caracteristicos de carbonilas ¢, B -insaturadas.

O hidrogénio em 8 5,83 (s) se relaciona no COSY (Esp. 21) ao singleto em § 2,0
que, no HMQC, se relaciona a metila em 8 24,7. O hidrogénic em § 2,0 também se
relaciona no COSY ao multipleto em § 1,82 a 1,92 que, no HMQC se relaciona ao CH em
8 51,1.

Observa-se também no COSY a relacio entre os hidrogénios metilicos em § 1,21
e § 3,76 (Esp. 22, RMN "H). O hidrogénio em 5 3,76 se relaciona no HMQC ao sinal em §
68,1 caracteristico de carbono ligado a um grupamento hidroxila.

Estas observacbes s&o coerentes com o nimero de dtomos de Carbono e
Hidrogénio mostrados nos espectros de RMN™C e DEPT e com a presenca de um
grupamento hidroxila € um grupamento cetdnico na molécula.

Com base nos dados espectrais propusemos que a estrutura de AHOF2 fosse a
do nor-isoprendide Blumenol C 63.

Os dados obtidos sdo coerentes com os dados do Blumenol C isoladec de Saivia
nemorosa (Takeda ef al., 1997).
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Nos trabalhos descritos na literstura zté o momento, & classe dos nor-

isoprendides ndo havia sido isolada do género Himatanthus, sendo esta a primeira

descricéo desta classe de compostos para o género.

Tabela 15:- Desiccamentos quimicos de RMN '°C e de 'H do blumeno! C 63

Carbono & (ppm) de °C | Tipo de carbono| & (ppm) de 'H J (Hz)
1 1858 C# - -
2 1253 CH 5,83 8
3 198.8 C# - -
4 47 1 CH, 204 e d {18}

2,40 d (18)

5 38,3 C# - -
8 51,1 CH 1,82a 1,92 m
7 28,2 CH;
g 385 CH,
9 68,1 CH 3,76 m
10 23,8 CH; 1,21 d (8)
11 27,2 CH; 1,08 8
12 28,8 CHs 1,02 s
13 247 CHgs 2,0 d (2)
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4.1.2. Extrato FDN (Folhas, Diclorometano, Neutro) de H. obovatus.

A purificag@o do extrato FDN foi realizada em CC sob média presséo e as fragbes
obtidas foram purificadas por CCP. Foram isoladas trés substancias: 2 nor-isoprendides:
¢ Blumenol A 84 e o nor-isoprendide inédito 85 e a lignana, j& isolada anteriormente,
isolariciresinol 33.

Blumenol A g4
o2 QH

No espectro de IV de VH37F3 (Esp. 23) observa-se uma banda larga e forte a
3409 com’, caracteristica do grupamento O-H e uma banda forte a 1655 cm’
caracteristica da ligacBo C=0 quando este grupamento estd conjugado & uma dupla
ligagéo, diminuindo o carater = da ligagg&c C=0 (Silverstein e Wabster, 1998).

O espectro de massas de VH37F3 (Esp. 24) mostra o picc base em m/z 124
(100%) e os fragmentos em 168 (8); 150 (8); 135 (8); 79 {15) e 68 (7), concordantes com
os dados de massa para o blumenol A isolado de Cannabis safiva (Cannabinaceae) por
Bercht e colaboradores (1976).

Analisando-se os espectros de RMN'’C e DEPT de VH37F3 (Esp. 25 e 26),
ambos obtidos com uma nanosonda devido a peguena quantidade de amostra, observa-
se a presencga de 13 sinais referentes a 4 CHs, 1 CHy, 4 CH e 4 carbonos quaternarios
(Tabela 16).

O espectro de RMN™C de VH37F3 apresenta semelhancas com o espectro do
Biumenol C, diferindo deste quanto & presenca de dois CH sp? e de um CH ligado 2
grupamento hidroxila em 5 79,0 e a auséncia de 2 CH; sp® e de um CH em 51,1, Os
sinais caracteristicos de carbonos sp2 em 6128 0(CH-587-dd-48e16,0Hz)eem$
1356 (CH - 579 - d - 16,0 Hz) mostram a presenca de uma dupla ligacdo de
configuracdo trans. O dd em § 5,87 (H8) e a simplificacdo do multipleto relative ao
hidrogénio HS (para o blumenol C em § 3,76 (m) e para o VH37F3 em § 4,42 (m)),
mostram que a dupla ligacéo de VH37F3 esté localizada nos carbonos C7-C8 (Esp 27,
RMN "H).
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O dubleto em & 1,30 (6,2 Hz - H10) estd relacionade no gCOS8Y (Esp. 28) ac
multipleto em § 4,42 (HY) e este esta relacionado ao duplo dubleto em § 5,87 (4,8 e 16,0
Hz - H8).
A estrutura proposta para VH37F3 é a do blumeno! A 64 e os dados especirais
s&o concordantes com os dados do blumenol A isclade de Perrofiefia multiflora
(Gonzdlez ef al., 19%94).

Tabela 16:- Deslocamentos quimicos de RMN °C e de 'H de Biumeno! A g4,

Carbono 3 {ppm) de °C | Tipo de carbono! & (ppm) de 'H J {Hz}
1 411 CH - -
2 496 CH; 2,45 d(17)
2,25 d (17)
3 1883 C# - -
4 128,8 CH 5,81 m
5 1632 C# - -
6 79.0 Ci - )
7 135,86 CH 5,79 d (16)
8 1290 CH 5,87 dd {16 e 5)
9 68,0 CH 4,42 m
10 237 CH; 1,30 d(8)
11 24,0 CHas 1,09 s
12 22,9 CHs 1,02 s
13 19,0 CHa 1,890 d(n




77
Nor-isoprendide 65 - INEDITO

No espectro de IV de VH35F4 (Esp. 29) observa-se uma banda larga e forte a
3419 cm’', caracteristica do grupamento O-H e uma banda forie a 1842cm”
caracteristica da ligacdo C=0 «,B-insaturada (Silverstein & Webster, 1998).

No espectro de massas de VH35F4 {Esp. 30), observa-se o pico de ion molecular
m/z igual a 226 e a perda de 18 unidades de massa, caracteristico para a perda de agua
de molécuias que térm grupamentos hidroxila.

Ne espectro de RMN'C de VH35F4 (Esp. 31) sfic observados 13 sinais, como no
caso dos nor-iscprendides blumencl C 63 e biumenc! A 84, que por andlise do DEPT
{Esp. 32) nos mostram 3 sinais referentes a 3 CHs, 4 CHy, 3 CH & 3 carbonos
gquaternarios (Tabela 17).

Assim como no caso dos nor-isoprendides 63 e 64 isoclados anteriormente,
observamos nos espectros de RMN'°C, DEPT e IV de VH35F4, a presenca de uma
carbonila conjugada & uma dupla ligagéo:

200,:TW MTW

/C\ ¢C168,0
S

No DEPT do blumenol C 83 observa-se sinal referente a um CHaem § 24,7 {C13)
que n@c € observadc no DEPT de VH35F4. Neste espectrc observa-se um sinal
referente a um CHz em § 64,8, (caracteristico de carbono ligado a grupamentos hidroxila)
que n&o & observado no DEPT de 63.

No espectro gCOSY de VH35F4 (Esp. 33), observa-se uma correlacéo entre o
hidrogénio em & 6,08 (H4) e os hidrogénios em 3 4,24 e 4,35 (H13) e entre o hidrogénio
em § 3,76 (H9) e os hidrogénios em § 1,20 (H10) e 1,50 (H8) (Esp. 34, RMN "H).

No espectro cycleNOE de VH35F4 (Esp. 35) observa-se um incremento nos sinais
em § 2,08 (H2), 1,97 (HE) e 1,88 (H7) quando o hidrogénic em § 2,48 (H2) é irradiado.
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Quando o hidrogénio em & 6,08 (H4) é irradiado, observa-se um aumento dos sinais em
54,24 & 4,35 (H13).
1,88

H H
Gos 424 435

nor-isoprendide 65
Os dados espectrais observados nos levaram a propor a estrutura do nor-
isoprendide 85, que é inédita. Vale relembrar que a classe dos nor-isoprendides ainda
nac havia sido isolada de espécies do género Himatanthus, sendo este o terceiro nor-

isoprendide isolado de H. obovatus durante o nosso frabalho.

Tabela 17:- Deslocamentos quimicos de RMN "°C e de 'H do nor-isoprendide 65.

Carbono 8 (ppm) de *°C | Tipo de carbono| 3 (ppm) de 'H J {Hz)
1 36,3 C# - -
2 477 CH, 2.48 d (18)
2,08 d (18)
3 200,1 C# - -
4 121,8 CH 6,08 S
5 168,0 C# - -
& 46,0 CH 1,97 s largo
7 28,1 CH, 1,48a1,80 m
1.88a1,92 m
8 38,0 CH, 1,48 2 1,60 m
67,6 CH 3782384 m
10 23,7 CH, 1,20 d (6)
11 27,4 CH; 1,09 3
12 2886 CH, 1.02 $
13 64,8 CHa 424 d {17}
435 d {17}
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4.2. Casca + caule de H. obovatus coletados na Chapada dos
Guimaraes - MT.
Com o término dos exiratos obtidos a partir das folhas de H. obovalus, realizamos
a exiracgo da casca + caule utilizando etanci (Parte experimental - item 3.3.2).
Obtivemos 16,4 g de extrato bruto, dos quais 2,5 g sofreram tratamento dcido (Parte
experimental - item 3.3.2.A) obtendo-se 0 exirato denominado CPA como mostrado no
Esguema a seguir (repeticdo do esquema 9 - Parie Experimental),

Esquema 9:- Tratamento acido do exirato etandlico da casca + caule de H. obovatus
(Chapada dos Guimares - MT).

Casca + caule

1. Extracdo com etanol a quents,
2. Evaporacio do solvente 2 pressio reduzida.

Extrato etandlico bruto~25¢g

1. Dissolucio do extrato eiandlico bruto em EiOH e H.O.
2. Adicéo de soiucfo 10% de HCI. Filtraco do ppt formado.

Precipitado

Dissolugao do ppt em CH,Cl, acerto do pH e evaporacio do solvente
a pressao reduzida,

Exirato CPA — 565 mg

4.2.1. Extrato CPA (Casca + caule, Acido) de H. obovatus.

A purificag@o do extrato CPA foi realizada em CC sob média pressao e as fracdes
obtidas foram purificadas por CCP. Foram obtidas duas fragdes: VH30F3 e VH31F6. A
analise dos dados espectrais destas fragdes demonstraram tratar-se de misturas dos
terpenos. acetato de iupeol 22 + acetato de g-amirina 20 + acetato de B-amirina 21 +
acetil germanicol 86 (VH30F3) e estigmasterol 26 + B-sitosterol 27 + campestero! 67
(VH31F8).

Apesar da grande variedade de esqueletos carbnicos e funcionalizacéo dos
triterpencs, existe uma quantidade significativa destes que tém estruturas simples, com
apenas um grupo funcional oxigenado no C3 e uma Unica ligacdo dupla. Provavelmente
a simplicidade das estruturas destes friterpencs € o que permite enconird-ios
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frequentemente nas plantas, mas também faz com que seu comportamento frente &
cromatografia em coluna e em camada delgada sejam iguais, impossibilitando sua
separacao (Olea, 1990).

A RMN'C permite a identificacéo dos componentes de uma mistura de triterpenos
simples com a mesma funcionalizacdo. Os valores de deslocamentos quimicos de
RMN'C dos carbonos sp® dic uma informac&o inicial sobre os tipcs de esqueieios
carbbnicos dos friterpenos da mistura. Em seguida, a comparacdo dos vaiores de
deslocamentos quimicos, principalmente de carbonos metinicos & metilicos com vaiores
da literatura possibilita determinar os constituintes da mistura (Olea, 1980).

Fracao VH3O0F3
Observa-se no espectro de RMN'™C de VH30F3 (Esp. 37) trés sinais (5 81.0;

1712 e 21.2) que indicam a presenca de um &tomo de oxigénio ligado ao carbono €3
das moléculas presenies na mistura:

212 8L
CE,C00
171,2

Em seguida comparamos os desiocamentos dos carbonos olefinicos de VH30F3
com os da literatura, lembrando que as intensidades dos sinais dos carbonos de uma
ligacao dupla de um composto da mistura devem ser semelhantes {Olea, 1990 e Olea e
Rogue, 1990). Os deslocamentos de RMN'™C dos “pares” de carbonos olefinicos sdo
mostrados na Tabeia 18.
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Tabela 18:- Deslocamentos de RMN"C dos carbonos olefinicos dos terpenos presentes

na fracado VH30F3

Desiocamentos de RMN C de C

Desiocamentos de

Série Exemplo RMN™C (ppm) Composto
olefinicos {Olea & Rogue, 1990} observados

28 e C20 lupano acetil

10831505 lupeol 1694 ¢ 1511 22
C12 e C13 A™2 aceti| B-

121,7 e 1451 oleanano | amirina 12171453 21
C19eC18 A acetil

1288 1428 oleanano | germanicol 129,85 ¢ 1428 88
C12 e C13 ursanc acetil a-

124, 1e 1304 amirina 1240 & 1387 20

acetil B-amirina 21

Figura 12:- Estruiuras dos terpenos 20, 21, 22 e 68.

acetil germanicol 86
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Na tabela 19, s@co apresentados alguns desiocamentos de RMN™C da fracéc

VH30F3 (comparados com os dados enconirados no trabaiho de Olea, 1990), que nos
auxiliaram na proposta dos metabdlitos presentes na mistura.

Tabela 19:- Deslocamentos de RMN™C observados para alguns carbonos dos
triterpenos 22, 20, 21 e 858.

o Ac.lupeol22 | Ac. c-amirina 20 | Ac. B-amirina 21 | Ac. germanicol 66
12 25,1 124,0 1217 26,5
13 38,1 139,7 145,3 38,5
18 48,0 59,1 47.3 142.8
19 47,9 38,7 48,9 129,89
20 151,1 398 30,8 324
25 108,4 23,4 33.3 31,3
30 19,3 214 237 29,1

O espectro de RMN'H da mistura de terpenos VH30F3 (Esp. 38) é complexo, mas
alguns sinais caracteristicos podem ser observados. Observa-se um multipleto entre 5
2,30-2,42 referente ao hidrogénio H19 do aceti germanicol 86 e dois multipletos em §
4,57 & 4,69 referentes aos hidrogénios H29 do acetil lupeci 22 (Reynolds, 1986).
Observa-se também os sinais referentes aos hidrogénios olefinicos em § 5,18 {m, H12
da acetil 3-amirina 21) e em § 5,12 (m, H12 da acetil g-amirina 20) (Aragdo, 1990).

Observa-se no espectro de massas de VH30F3 (Esp. 39) os picos representantes
dos fragmentos g b, ¢ e d em m/z 218, 203 e 189 caracteristicos de friterpenos

pentaciclicos A'™ — insaturados (acetil B-amirina 21) e da série lupano (acetil lupeol 22},
conforme mostrado na Figura 13 (Aragao, 1990).
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cm/iz 203 dm/z 189

Figura 13:- Fragmentos caracteristicos de triterpenos pentaciclicos A'? — insaturados

{acetil B-amirina 21) e da série lupano (acetil lupeol 22) (Aragéo, 1990).

Os terpenos acetil tupeol, acetil a-amirina e acetil B-amirina j& foram isolados,
dentre outras plantas, da H. arficulata (Barreto et al., 1998) e H. phagedaenica (Vanderlei
et al., 1991). O acetato de lupeol também ja foi isolado de H. sucuuba (Silva et af., 1998-
C e Wood et &/, 2001).

Fracao VH31F86

Inicialmente observamos no espectro de RMN®C de VH31F6 (Esp. 40) o sinal
caracteristico do carbono oxigenado em & 71,9 que indica a presenca de um grupamento

hidroxila no carbono C3 dos compostos presentes na mistura.

Os desiocamentos de RMN"C dos “pares” de carbonos olefinicos séo mostrados
na Tabela 20.
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Tabela 20:- Deslocamentos de RMN'°C dos carbonos olefinicos dos terpenos presentes
na fracdo VH31F6

Deslocamentos de Deslocamentos
Deslocamentos de RMN™C de ¢ RMIN®C {ppm) caracteristico para os
olefinicos (Ruiz, 2003) observados compostos
C5e(C8
1407 ¢ 1217 141,0e 1218 55,56 & 57
C22e(C23
1383 ¢ 128,2 138,5 e 128,0 55
C22e C23
339e260 338280 56e b7

Figura 14:- Estruturas dos terpencs 55, 56 ¢ 57.

O espectro de RMN'H de VH31F8 (Esp. 41) tem a regio entre § 08 e 2.4
bastante complexa. Observa-se o multiplsto em § 3,50 caracteristico do hidrogénio
carbinglico M3 e o dubleto em 3 5,35 caracteristico do hidrogénio olefinico H6 para o
estigmasterol 55, B-sitosterol 56 e campesterol 57. Observa-se também os multipletos
em & 5,08 e em & 5,10 caracteristicos dos hidrogénios olefinicos H22 e H22 da cadeia
lateral para o estigmasterol 55.

O espectro de massas de VH31F6 (Esp. 42) é concordante com os dados da
literatura para os esterdides 55, 56 e 57 (Schimidt, 1983), sendo gue 0s principais picos
$&0:

- para o estigmastercl 55:- 255, 213,
- para o B-sitosterol 56:- 414, 381, 303, 273, 255, 213,
- para o campesterol 57:- 400, 382, 367, 315, 289, 273, 2585, 213.
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O esterdide B-sitosterol foi isolado, denire outras plantas, da H. phagedaenica

(Vanderlei et al., 1991) e H. articulata (Barreto et a/., 1998), enguanic o estigmastero! foi
isolado também de H. articulata (Barreto ef al., 1998).

£mbora 0s testes de Mayer para alcalbides realizados com os extratos etandlicos
de H. obovatus tenham dado resultados positives, ndo foram isolados alcaldides
inddlicos como era nosso objetivo inicial e, portanto, optamos pela realizacdo de uma
exiracio do extrato standlico da casca + caule de H. cbovatus {Chapada dos Guimaraes
- MT ) por particao com solventes de polaridades diferentes,

4.3. Particao do extrato etandlico da Casca + caule de H. obovatus
{Chapada dos Guimarées - MT).

Parte do extrato etandlico (9,0 g) fol submetida & uma exiracdo com solventes de
polaridades diferentes, conforme mostrade no Esquema a seguir (repeticdo do esquema
11 - Parte Experimental).
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Esquema 11:- Particao do extrato etandlico da casca + caule (item 3.3.2.)de H.
obovatus {Chapada dos Guimaraes - MT).

Casca + caule

1. BxtracBo com etanol a2 quente.
2. Evaporacéo do solvenie a pressao reduzida.

Extrato etandlico bruto - 8,0 ¢

Adicao de heptano, agitacéo, filtracéo e

evancracio do solvenie a oresso reduzida.

|

Residuo

1

Extrato etandlico - CECh-22 g

Extrato he%‘tin;m —~ CHCh Adigéo de diclorometano, agitaggio, filtracgo

& evanoracio do solvents 2 oresedio redurids.

Extrato diclorometanico - CDCh - 1,0 g

CHCh — Casca + caule, Heptano, Chapada dos Guimardes, CDCh ~ Casca + caule, Diclorometano,
Chapada dos Guimarées e CECh — Casca + caule, Etanol, Chapada dos Guimaries).

4.3.1. Extrato CDCh (Diclorometano, Casca + caule, Chapada dos
Guimaraes)de H. obovatus.

A purificag@o do extrato CDCh foi realizada em CC sob média pressac e as
fracOes obtidas foram purificadas por CCP. Foram obtidas duas fracOes: VH49F3 e
VHB0FS. A analise dos dados espectrais destas fracbes demonstraram tratar-se de
misturas dos terpenos: acetato de iupeol 22 + acetato de a-amiring 20 + acetato de B-
amirina 21 + acetil germanicol 66 (VH49F 3) e B-sitosterol 27 (VH50F5).

Estas misturas j&@ foram isoladas anteriormente do extrato CPA e a andlise

espectroscopica dos terpenos presentes nas misturas apresentam-se discutidas no item
4.21.
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4.4. Extrato etandlico da Casca de H. obovatus (Casa Branca - SP).

A casca de H. obovatus, coletada no interior do Estado de Sao Paulo, foi seca,
moida e submetida & exiracgo em Soxhiet utilizando-se stanol. Obteve-se 50 g de
extrato bruto gue fol particionado com solvenies de polaridades diferentes (heptano,
diclorometano e etanol), obtendo-se os exiratos CHCb, CDCb & CECh , conforme
mostrade no Esquema a seguir (repeticdo do esquama 13 - Parte Experimental).

Esguema 13:- ParticBo do exirato etandlico da casca de M. obovalus (Casa Branca -
SP).

Casca-680¢g

1. Exiracio com etanol & quente.
2. Evaporacio do scivenie a presséo reduzida,

Extrato etandlico bruto -~ 50,0 ¢

Adicéc de heptano, agitacio, filirecdo e
evaporacao do solvente a presséo reduzida.

Residuo
Extrato heptanico — CHCb

220g Adigdo de dicicrometano, agitacéo, filiracéo e
evaporagio do soivenie a pressio reduzida.

Extrato diciorometanico — CDCh Exirato etandlico — CECb
§8¢g 220g

{CHCb — Casca, Heptano, Casa Branca, CDCb — Casca, Diclorometano, Casa Branca e CECb
- Casca, Etanol, Casa Branca).
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4.41. Extrato CDCb (Casca, Diclorometano, Casa Branca) de H.

obovatus.

A purificaggo do extrato CDCb foi realizada em CC sob média pressdc e as
fracbes obtidas foram purificadas por CCP. Foram isoladas 3 lignanas. o
hidroxipinoresinol 88, o lariciresinol 89 e o olivil 70.

Hidroxipinoresinol 68

No espectro de IV de CB35F3 (Esp. 48) observa-se bandas em 1612 e 1517 o™
caracteristicas das ligagbes C=C de anéis aromaticos. S50 observadas também uma
banda forte e larga em 3386 cm™ e outra em 1374 cm™ caracteristicas de grupamentos
hidrexila (Silverstein e Webster, 1998).

Analisando-se os espectros de RMN'™C ¢ DEPT de CB35F3 (Esp. 49 e 50)
observa-se a presenca de 20 sinais referentes 5 2 CHs, 2 CHs, 9@ CH e 7 carbonos
quaternarios. Destes, 12 s8o sinais caracteristicos de anéis aromaticos, sendo 6 CH e 6
carbonos guaternarios (Tabela 21).

O espectro de RMN™C mostra os sinais em & 559 e 56,0 (CHs) que se
relacionam no HSQC (Esp. 51) aos singletos em & 3,90 e 3,92, indicando 2 presenca de
2 grupamentos metoxila na molécula (Esp. 52, RMN'H).

Observa-se no HSQC o sinal em § 71,6 (C4 - CHy) que se relaciona ao dupio
dubleto em & 3,84 (6,6 e 9,5 Hz) e ao tripleto em § 4,53 (8,8 Hz); o sinal em 6 74,6 (C8 -
CHa) que se relaciona no HSQC ao dubleto em & 3.91 (5,1 Hz) e ao dubleto em § 4,06
(9,5 Hz); o sinal em § 85,8 (CB - CH) que se relaciona no HSQC ao dubleto am 5 4,87
(5,1 Hz) e finaimente ¢ sinal em 5 87,8 (C2 - CH) que se relaciona no HSQC ac singleto
em & 4,84, sinais bastante desprotegidos e caracteristicos ds carbonos ligados & atomos

de oxigénio.
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Mo gCOSY de CB35F3 (Esp. 53) observa-se a relacdo entre o hidrogénio em §
4,87 (H8) e o hidrogénioc em & 3,12 (H5) e enfre este (H5) e os hidrogéniosem & 3,84 e
4,53 (H4).

No espectro cycleNOE de CB35F3 (Esp. 54) observa-se um incremento nos sinais
em 8 3,12 (H5) e 3,84 (H4) efou 3,91 (HB) quando o hidrogénio em 8 4,53 (H4) é
irradiado. Quando ¢ hidrogénio em & 4,06 (H8) & irradiado, observa-se um aumento dos
sinais em & 3,84 (H4) e/ou 3,80 (H8) e em & 4,84 (H2) efou 4,87 (H8).

A comparacio dos dados especiroscopicos com os dados da literatura nos
permitiu propor que a estrutura de CB35F3 fosse a da lignana hidroxipinoresinol 8.

0O especiro de massas de CB35F3 (Esp. 55) ¢ concordante com a fragmentacio
descrita por Chiba e colaboradores (1979) para o hidroxipinoresinol, como mostrado no
esguema 18.

—® Me

O iz 182 (22%)

HO™ ™ iz ara (64%) l
] \ E
°“‘ °=°
Meo”
miz 151 (100%) miz 193 (13%)
Esquema 18:- Fragmentacio proposta para o© hidroxipinoresinol por Chiba e

colaboradores (1979).

Esta € a primeira vez que o hidroxipinoresinol 68 é isolado de espécies do género
Himatanthus, mas ja foi isolado de Olea europaea (Oleaceae — Tsukamoto ef al, 1984-
A) e de Fraxinus mandshurica {(Oleaceae —~ Tsukamoto ef af., 1984-B).



Tabela 21:- Desiocamentos quimicos de RMN'°C e de 'H do hidroxipinoresinol 68

(#,¢.4 - sinais que podem ser trocados) .

Carbono 5 {ppm) de °C | Tipo de carbono| & (ppm) de H J {Hz}
1 818 C# - -
2 87,8 CH 4,84 3
4 71,8 CH, 3,84 dd {7 e 10}
453 1
5 80,0 CH 3,12
85,8 CH 487 ¢ {5)
8 746 CH, 3,97 d (5)
4,08 d (10)
127.0 C# - -
Z 10904 CH g,88 d{5)
F 148,09+ C# - -
& 145,44 C# - -
g 114,3 CH 5,90
g 119,64 CH 8,87 d
1 132,3 C# - -
2" 108,44 CH 5,98 d {5)
3” 146,04 C# - -
47 1457 ¢ C# - -
57 114,7 CH 6,95 1 (8)
&” 119,64 CH 8,87 d
OCH; 55,9 CHs 3,80 s
OCH, 58,0 CHs 3,92 s

80

&



Lariciresinol 68
CH10

No espectro de IV de CB38F3 (Esp. 56) observa-se bandas em 1803 e 1516 cm™
caracteristicas das ligagbes C=C de anéis aromaticos. Sdo observadas também uma
banda forte e larga em 3385 cm™ e oufra em 1384 om™ |, caracteristicas de grupamentos
hidroxila (Silverstein ¢ Webster, 1988)

Mo especiro de massas de CB38F3 (Esp. 57) observa-se ¢ pico de ion molecular
m/z igual a 360.

Analisando-se os especiros de RMN'C e DEPT de CB38F3 (Esp. 58 e 59)
observa-se a presenca de 20 sinais referentes a 1 CHs, 3 CHy, @ CH e 6 carbonos
quaternarios. Destes, 12 séo sinais caracteristicos de anéis aromaticos, sendo 6 CHe 6
carbonos quaternarios (Tabela 22).

O espectro de RMN'C mostra o sinal em & 56,1 (CHs) que se relaciona no HMQC
{(Esp. 60) a dois singletos, um em 8 3,87 e outro em 3 3,89, indicando a presenga de 2
grupamentos metoxila na molécula (Esp. 81, RMN'H).

Sé&o observados 3 sinais desprotegidos (2 CHz e 1 CH), indicando estarem ligados
a atomos de oxigénio. S&o eles: o sinal em & 61,1 (C¥ — CHy) relacionado no HMQC a
um muliipleto em & 3,78 e a um multipleto em & 3,91; o sinal em & 73,1 (C8 - CHy)
relacionado eno espectro de HMQC a um multipleto em 8 3,75 e a um duplo dubleto em
5 4,05 (6,3 e 8,5 Hz) e 0 sinal em & 83,0 (C7’ — CH) relacionado no HMQC a um dubleto
em § 4,79 (6,6 Hz).

No gCOSY de CB38F3 (Esp. 62) observa-se correlagbes entre os hidrogénios em
§ 3,78 e 3,91 (2 HY') e o hidrogénio em § 2,41 (H8) e entre este (H8) e o hidrogénio em
& 4,79 (H7'). Observa-se também a correlacdo enire o hidrogénio em § 241 (H8) e o
hidrogénio em & 2,88 {H8); e entre este (H8} e os hidrogéniosem §255e 292 (2H7) e
o hidrogénic em & 3,75 (H9). A partir das correlacbes observadas nos espectros HMQC
& gCOS8Y propde-se:
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Sugerimos que os grupamentos R e R’ sejam os anéis amméticos_: substituidos e
comparando-se os dados deste composto com dados aspectroscopicos de lignanas na
literatura propusemos que a estrutura de CB38F3 seja a da lignana lariciresinol 69.

Esta € a primeira descricéo da lignana 69 em espécies do género Himatanthus,
que ja foi isolado anteriormente de Araucaria angustifolia {Araucariaceae — Fonseca ef
al., 1978).
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Tabela 22 :- Deslocamenios quimicos de RMN *C e 'H do lariciresinol 68 (% ¢4 - singis

que podem ser trocados).

Carbono 3 (ppm) de °C | Tipo de carbonc| 5 (ppm) de 'H J {Hz)
1 132,64 C# - -
2 111,5 CH 8,89 d {2
3 144 3¢ C# - -
4 146,9¢ C# - -
5 114,78 CH 6,86 $(8)
6 1214 CH 8,71 d(2)
7 335 CH, 2,55 dd (11 e 13)
2,82 dd (5e 14)
425 CH 2,66 2280 m
73,1 CHs 3,75 m
4,05 dd(8e9)
1 135,14 C# - -
3 108,5 CH 6,89 s
3 145 4+ C# - -
4 147,0¢ C# - -
5 114,44 CH 8,86 1(8)
3 118,0 CH 6,82 1(9)
7 83,0 CH 4,79 d {7}
g 52,8 CH 2,41 quint {7)
o 61,1 CHs 3,78 m
3,81 m
OCH; 56,1 CHs 387 $
OCHs 56,1 CH, 3,89 s




Olivil 70

OCH;

No espectro de IV de CB40F1 (Esp. 63) observa-se bandas em 1603 e 1515 o™
caracteristicas das ligagbes C=C de anéis aromaticos. Sio observadas também ums
banda forte e larga em 3405 cm™? e outra em 1377 em”, caracteristicas de grupamentos
hidroxila {Silverstein e Webster, 1998).

No especiro de massas de CB40F1 (Esp. 64) observa-se o pice de jon molecular
myz igual a 376.

Analisando-se os espectros de RMNC e DEPT de CR40F1 (Esp. 65 e 66)
observa-se a presenca de 20 sinais referentes a 2 CHs, 3 CHa, 8 CH e 7 carbonos
quaternarios, sendo que 12 destes sinais sdo caracteristicos de anel aromatico (Tabela
23).

O espectro de RMN"C mostra dois sinais, um em & 55,90 e outro em 55,95 {CHas)
que se relacionam no Hetcor (Esp. 67) a dois singletos, um em & 3,90 e outro em § 3,91,
indicando a presenca de 2 grupamentos metoxila na molécula (Esp.68, RMN'H).

Os 12 sinais referentes & carbonos aromaticos e os 2 sinais referentes a
grupamentos metoxila s@c bastante semelhantes aos sinais do lariciresino 89 A
diferenca entre o ion molecular de CB40F1 (m/z = 376) e do lariciresinol 68 (miz=3601&
de 16 unidades de massa, sugerinde que podemos ter uma esirutura semelhante a da
lignana 88 com um grupamento hidroxila 2 mais.

Observa-se 4 sinais bastante desprotegidos desprotegidos (2 CHz, 1 CHe 1 C#),
indicando estarem figados a dtomos de oxigénio. S&0 eles: ¢ sinal em & 60,7 (C9 - CHy)
relacionado no Hetcor a um muitipleto entre § 3,8 e 4.0 e a um dubleto largo em & 5,8
{12,8 Hz) e o sinal em & 83,2 (C7 - CH) relacicnado no Hetcor a um dubleto em § 471
(8,1 Hz), deslocamentos bastante semelhantes aos desiocamentos dos carbonos C9 e

C7 do lariciresinol 89; o sinal em § 77,0 {C8® - CH) relacionado no Hetcor a dois
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dubletos, um em § 3,68 (9,2 Hz) e outro em § 3,92 (9,2 Hz) & o carbono quaterndaric em §
81,2 (C8).

Conhecendo-se os efeitos de desprotegfo que a substituicdo de um grupamento
hidroxila causa 0 carbono diretamente ligado 2 ele e a seus carbonos vizinhos,
sugerimos gue a estrutura de CB40F1 & a da lignana olivil 70, semelhante ao lariciresing
69 com um grupamento hidroxila ligado ao carbono C8.

No espectro gCOSY de CB40F1 (Esp. 69) séo observadas as correlaces entre
os hidrogénios em & 3,8 a 4,0 (H9) e 2,50 (H8') e enire este (HB) & o proton em § 4,71
{H7).

Esta € a primeira descricdo da lignana 70 em espécies do género Himatanthus,
que j& foi isolado anteriormente de Strophantus grafus (Apocynaceas — Cowan ef al,
2001), juntamente com o pinoresinol 14 e o hidroxipinoresinol 68, também isolados de
H. obovatus.

@
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Tabela 23:- Deslocamentos quimicos de "°C e "H do olivil 70 (# e & - sinais que podem ser

trocados).
Carbono 3 {ppm) de "°C | Tipo de carbono| 5 (ppm) de 'H J (Hz)
1 133.8¢ C# - -
2 12,7 CH 8,82 d{2)
3 144,7% C# - -
4 146,84 C# - -
5 114,14 CH &89
8 122.8 CH 8,78 dd (2e8)
7 38,1 CH, 2,96 d {14}
3,08 d (14)
8 81,2 C# - -
77,0 CH, 3,68 d (9}
3,92 d(©)
1’ 1282¢ C# - -
2 108,7 CH 7.02 8
3 14544 C# - -
4 146 54 C# - -
g 114,44 CH 6,89
g 119,56 CH 6,89
7 83,2 CH 4,71 d{8)
8 58,9 CH 2,50 ddd (6e 8}
g 80,7 CH, 38840 m
5,86 d iargo (13)
OCH, 55,9 ChHa 3,90° s
OCH; 56,0 CHs 3,97 s
CH30 LN S
] 0
HO™ e’r/k‘/
OH ! §
:;/ OCHs
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4.4.2. Extratc CECb {Casca, Etanol, Casa Branca) de H. obovatus.

A purificacgo do extrato CECb foi realizada em CC sob média pressao. Obtivemos
o plumieride 11.

Plumieride 11

No espectro de IV de CBBF20 (Esp. 70) observa-se uma banda forte e larga em
3422 cm” e outra em 1381 cm™ caracteristicas de grupamentos hidroxila. Observa-se
também uma banda forte em 1727 cm™ e outra em 1635 cm™ caracteristica da ligacdo
C=0 quando este grupamento est4 conjugado & uma dupla ligacéo, diminuindo o carater
= da ligagdo C=0 (Silverstein @ Webster, 1998).

Analisando-se 0 espectro de RMN'3C e DEPT de CB8F20 {Esp. 71 e 72) observa-
se a presenca de 21 sinais referentes a 2 CHs, 1 CHy, 13 CH e 5 carbonos quaternarios.
Seis deslocamentos observados nestes especiros s&o caracteristicos de uma unidade
glicosidica ligada & oxigénio {Tabela 24).

3,75
775
o H,
0 . 340
88,8

468 HO 743

320 781 ~OH
\\J 3 40

Observa-se um sinal em § 51,9 (CHs) que se relaciona no Hetcor (Esp. 73} aos
hidrogénios em & 3,75 (s), bastante caracteristico para metilas de grupamentos metoxila
{(Esp. 74, RMN'H). Observa-se outro sinal em § 22,3 {CHs) que se relaciona no Helcor
aos hidrogénios em 3 1,42 (d, 6,8 Hz). Este hidrogénio se relaciona no COSY (Esp. 75)
ao hidrogénio em 4,56 (dd, 1,1 e 6,6 Hz), que por sua vez se relaciona no Hetcor ao
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carbono {CH) em & 63,3, regido caracteristica de carbonos ligados & grupamentos
hidroxila.

Observa-se ssis sinais referentes 2 dupla ligacBes. Um destes pares tem um
carbono em & 129,7 (CH) que se relaciona no Hetcor 2 um hidrogénio em 8 5,50 (dd, 2,2
e 9,5 Hz) e outrc am & 141,4 (CH) que se relaciona no Hetcor s um hidrogénio em 5 6,46
{dd, 2,6 e 5,5 Hz). No COSY observa-se a correlacdo entre estes dois hidrogénios.

Observa-se um sinal em & 40,2 (C5 - CH) que se relaciona no Hetcor ao
nidrogénic em & 3,94 (m) sendo que este, no COSY, se relaciona ao hidrogénio em &
2,93 (dd, 5,1 e 7,7 Hz). No HETCOR o hidrogénic em § 2,93 se relaciona ao carbono
(CY - CH) em & 50,3 e nc COSY se relaciona ao hidrogénio em § 5,23 (d, 5,1 Hz). No
Hetcor o hidrogénio em § 5,23 se relaciona ao carboro {CH —~ C1) em 8 94,0. Este

carbono esta bastante desprotegido e sugerimos que esteja ligade & dois atomos de
oxigénio.

Observa-se um sinal em & 97,7 (C#) caracteristico de anéis com juncéo “spiro”.

Com base nos dados especiroscépicos de CB8F20 e a comparagdo destes com
dados da literatura, propusemos sua estrutura como sendo a do plumieride 11.

O plumieride havia sido isclado anteriormente da Himatanthus fallax {Abdel-Kader
et al., 1997) e de Plumeria acutifolia (Abe et al, 1988).



Tabela 24:- Deslocamentos quimicos de RMN °C e 'H do plumieride 11.

Carbono & {ppm) de "*C | Tipo de carbono| & (ppm) de 'H J (Hz)
1 84,0 CH 5,23 d (5}
3 150,1 CH 7.37 d{2)
4 110,86 C# - -
5 40,2 CH 3,94 m
8 1414 CH 8,46 dd (3 e}
7 128,7 CH 550 dd 2 2 8)
8 87,7 C# - -
g 50,3 CH 2,83 dd (5 e 8)
10 152,3 CH 7,49 d(2)
11 38,3 C# - -
12 1728 C# - -
13 83,3 CH 4,56 dd{1e7)
14 223 CHa 142 37
15 168,2 C# - -
OCH; 519 CH; 3,75 $
1-Glc 89,8 CH 4,68 d (8}
2-Glc 74,3 CH 3,20
3-Gle 78,1 CH 3,35 m
4 - Gle 70,9 CH 3,35 m
5-CGle 77,5 CH 3,35 m
& -Glc 82,2 CH, 3,75

98
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Pelo fato do extrato CECb ser bastante polar, optamos pela acelilac@o desse

extrato a fim de facilitar a sua purificaco por CC e por CCP. Obtivemos dessa forma o
inosiol 71.

Inositol 71

OC(O)CH;

No espectro de IV de CB31F4 (Esp. 77) observa-se uma banda forte em 1752 e
! caracteristica de carbonilas e no espectro de massas (Esp. 78) observa-se o pico de
fon molecular m/z igual a 405 e a perda de 80 unidades de massa, caracteristica de um
grupamento acetila.

Analisando-se os espectros de RMN'°C ¢ DEPT de CB31F4 (Esp. 79 e 80)
observa-se a presenga de 15 sinais referentes a 5 CHs, 8 CH e 4 carbonos gquaternarios
(Tabela 25). Os sinais dos 4 carbonos quaternarios variam entre & 169,6 e 170,71 e s&o
caracteristicos de carbonilas de grupamento acetato e 4 dos sinais de CHs variam entre
5 20,6 e 20,8 podendo ser afribuidas as metilas do grupamento acetato.

No espectro de RMN™C (Esp. 79) a expans&o da regido entre & 169.0 e 171,0
mostra 4 sinais, sendo que o sinal em § 170,0 tem intensidade maior em relacio acs
outros trés sinais (5 169,6, 169,9 e 170,1). isto nos sugere a presenca de cinco carbonos
gquaternarios.

Observa-se um sinal em § 58,3 relacionado no HSQC (Esp. 81) ao singleto em &
3,36, caracteristico de grupamento metoxila (Esp. 82, RMN'H).

Os sinais dos 6 CH séo caracteristicos de carbonos ligados & atomos de oxigénio.
O singleto em & 3,36 (OCHs) se relaciona no COSY (Esp. 83) ao hidrogénioc em § 3,42
(dd - 8,9 e 2,6 Hz), que no HSQC se relaciona ao carbono em § 77,2. O sinal em § 3,42
se relaciona ao hidrogénio em & 5,74 (t - 2,8 Hz) que se relaciona ao carbono em § 66,2.
O sinal em & 5,74 se relaciona ac hidrogénic em & 4,98 (dd - 29 e 10,8 Hz) que se

relaciona ao carbono em § 69,2. O sinal em § 4,96 se relaciona ac hidrogénio em & 5,48
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{t - 10,3 Hz} que se relaciona ac carbono em § 68,5. O sinal em & 5,48 se relaciona ao
hidrogénio em 6 5,38 (t - 10,3 Hz) que se relaciona ao carbonc em § 71,0. O sinai em
5,38 se relaciona ao hidrogénio em 8 5,13 (f - 9,9 Hz) que se relaciona ao carbono em &
71,2,
Comparando-se os dados de CB31F4 com dados espectroscopicos de glicitdis na
literatura propusemos que a estrutura seja a do inositol-O-metil-pentacetato 71.
Esta € a segunda descricde do isolamenic de inositbis de espécies de
Himatanthus, sendo isolado anteriormente de H. artficulata {Barreto ef a/., 1868).

Tabela 25:- Deslocamentos quimicos de RMN °C e 'H do inositol 71,

Carbono 8 {ppm) de “C |Tipo de carbono| 5 (ppm) de 'H J {Hz}

1 71,2 CH 3,42 dd (1Ce 3}

2 86,2 CH 5.74 i3

3 69,2 CH 4,86 gd3e1h)

4 895 CH 548 t(10)

5 71.0 CH 538 1(10)

8 71,2 CH 5,13 )]
OC(O)CH; 20,5 2,02 s
OC(O)CH; 20,5 7,62 s
OC(O)CH; 206 2,02 s
OC(O)CH, 20,7 306 s
OCO)CH, 208 550 5

OCHa 58,3 3,36 s
OC(OCH, 180.6 - -
OC(O)CH; 169,9 - -
OC(O)CH: 176,0 - -
OC(O)CH: 170.0 - -
OC(O)CH; 170.1 - -

OC({O)CH;
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4.5. Testes biolégicos

4.5.1. Testes de letalidade utilizando Arfemia salina

O teste de letalidade utilizando A. safina é um tesie de facil realizacdo, de baixo
cusio e que necessita de pouca quantidade de amostra para ser realizado. Este tesie
fornece respostas preliminares a respeitc de uma possivel atividade citotéxica afou
inseticida de exiratos e de substéncias puras, para que em seguida sejam feitos testes
mais especificos com as amostras que se mosiraram mais promissoras (Mevyer ef al,
1982).

A literatura relata que existe uma correlacio enire a toxicidade geral frente &
Artemia safina e a citotoxicidade diante de linhagens celulares humanas de tumores
solidos (Cavalcante ef a/,, 2000).

Durante © nosso trabalho, foram testados os exratos CDCh {(Casca,
Diclorometano, Casa Branca) e CECh {Casca, Etanol, Casa Branca) de Himatanthus
obovatus. O extrato CDCb mostrou ser t6xico, j& que o resuitado de Cls, obtido foi bem
menor que 1.000 pg/mL (Meyer ef a/., 1982).

Extratos testados ; Clso (ng/mi)
Extr. diclometanico - CDCb 344
Extr. etandiico - CECh >> 1.000

4.5.2.Testes de Bioautografia

Os testes de biocautografia s8o rapidos, de facil execucdo, relativamente baratos e
necessitam de uma pequena guantidade de extrato ou substéncia pura a serem
testados. Estes testes avaliam a atividade bactericida ou antifingica dos extratos e
substancias puras dependendo do tipo de microorganismo utilizado.

Em uma primeira oportunidade foram testados 8 fungos (Alfernaria alternata,
Aspergillus fumigatus, Cladosporium cladosporioides, Fusarium oxysporium, Penicillium
oxalicum e Rhizopus orizae) frante aos extratos CHCb {Casca, Heptano, Casa Branca),
CDCb (Casca, Diclorometano, Casa Branca) e CECb (Casca, Etanol, Casa Branca) de
Himatanthus obovatus e das substincias puras pinoresinol 14, blumenoi C 63, blumenol
A 84, nor-isoprendide 65 e plumieride 11. N&o foram observados halos de inibicdo em
nenhum dos casos como pode ser observado na Tabela 14 {repeticdo da iabela 11 -
Parte Experimental).



103
Em uma segunda oportunidade foram testados 8 fungos (Alternaria alternata,

Aspergilius  fumigatus, Aspergillus niger, Candida albicans, Cladosporium
cladosporioides, Fusarium oxysporium, Penicilium funiculfosum e Rhizopus orizas) & 6
bacterias (Bacillus subliiis, Escherichia coli, Micrococous iuteus, Salmonella typhimurim,
Staphifococcus aureus e Streptococcus mutans) frente as substancias puras pinoresinol
14, isclariciresinoi 33, blumenocl C 63, blumenol A 84, nor-isoprendide 65,
hidroxipinoresinol 88, lariciresinol 89, plumieride 11 e inositol 71.

Foram observadas atividades bactericida das lignanas isolariciresino 33 frenie &
bacteria S. mutans e lariciresinol 89 frente & bactéria S. aureus (Tabela 11}.

Extratos de H. obovatus j& foram testados frente acs fungos Aspergilfus fumigatus
e Candida albicans, mas ndo foram observadas atividades em nenhum dos extratos
testados (Vilegas et al., 1982).
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Tabela 11:- Resuitados obtidos nos iestes de Bioautografia (- n&o foi observado halo de inibicBo / +
observou-se halo de inibigio) (Repeticio da Tabela 11 - Parte Experimental}.

Extratos e substancias testados
FUNGOS - Junho /1989 | CHCb | CDCb | CECh 14 | 63 | 84 | 88 | 11
Rhyzopus oryzae - - - - - - R -
Fusarum oxysporium - - - - - - - -
Aspergillus fumigatus - - - - - . - -
Altemaria alfernata - - - - - - - -
Ciadosporium - - - - - - - -
cladosporioides
Peniciffium oxalicum - - - - - - - -

Substincias testadas
Fungos e Bacterias i4 33 83 84 85 88 69 i1 71
testados
Alternaria alternata - - - - - - - - -
Aspergillus fumigatus = - - - - - - - -
Asperygillus niger - - - - - - - - -
Candida albicans - - - - - - - R -
Cladosporium - - - - - - - - -
cladosporioides

Fusarium oxysporium - - » - - - - - -
Penicilfium funicuifosum - - - . - - - - -
Rhyzopus oryzae - - - - - - - - -
Staphilococcus aureus - - - - - R & R -
Micrococceus juteus - - = - - - - R -
Bacillus subtilis - - - - - - - - -
Salmonella typhimurium - . - - - - - - -
Escherichia coli - - - - - - - - -
Streptococcus mutans - 4 - - - - - - -
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4.5.3.Teste de Atividade anti-proliferativa

O teste de atividade anti-proliferativa € um teste especifico que avalia a inibicio
da proliferac@o de células derivadas de tumores humanos. Os testes foram realizados
pelas pesquisadoras Luciana K. Kohn e Marcia A. Antonio, orientadas peio Prof. Dr. Jodo
Emesto de Carvalho do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas (CPABA/UNICAMP).

Foram testadcs os extratos CDCb (Casca, Diclorometano, Casa Branca) e CECb
{Casca, Etanol, Casa Branca) de Himafanthus obovatus. A atividade anticancer de cada
extrato foi testada utilizando-se 4 linhagens celulares derivadas de 4 tipos de tumores
humanos: leucemia (K562), pulmao (NCI460), melanoma (UACCB2) @ mama (MCF7).

A partir dos resultados obtidos foram construidas curvas porcentagem de
crescimento / concentragio para os exiratos CDCb (Figura 15) e CECb (Figura 18).

No caso do extrato CDCb observa-se um aumentc da inibicdc de crescimento
para as linhagens de melanoma, mama e leucemia de forma concentracdo dependenta.
Estes resuitados demonstram que o extratoc CDCb é bastante promissor, sendo coerente
com 0s resultados obtidos nos testes de letalidade utilizando A. salina, onde o vaior de
CLsp encontrado foi 344 ug/mlL.

Jé no caso do extratc CECb n&o se observa a diminuicdo na porcentagem de
crescimento para nenhuma das linhagens celulares testadas a medida que a
concentracdc aumenta. Estes resultados também s&o coerentes com os resultados
obtidos nos testes de letalidade utilizando A. salina, onde o valor de Clsy encontrado foi
maior que 1.000 ug/mL.
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Figura 15:- Curva Concentracéo / % de crescimento para o extrato CDCb de H. obovatus.
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5. Correlacdo entre os dados quimicos e botanicos de H. obovatus
{Apocynaceae)

Os resuliados alcancados no estudo fitoquimico de H. obovatus nos levou a
correlacionar os dados quimicos & os dados botanicos de H. obovatus, apresentados na
tese de Doutorado de Andréa Pozeiti Spina (Spina, 2004) intitulada “Fstudos
taxondmico, micro-morfoldgico e filogenético do género Himatanthus Willd. ex Schult
(Apocynaceae: Rauvolficidea-Plumerieae)”.

Embora o génerc Himatanthus pertenca a mesma familia e sub-familia dos
géneros Tabernaemontana e Rauvolfia, este ndo apresenta alcaldides inddlicos, mas
outras classes de composios.

Segundo a analise filogenética de Potgieter e Albert (2001), os géneros
Tabernaemontana e Rauvolfia (géneros estudados em nosso grupo de pesquisa, ricos
em aicaldides indolicos) estdo posicionados em um ramo mais basal que o género
Himatanthus, que estd mais proximamente relacicnado filogenseticamenie e
morfologicamente acs géneros Plumeria e Allamanda (Figura 17).

De acordo com Endress e Bryns (2000), nas tribos Tabernaemontaneae e
Vinceae (géneros Tabernaemontana e Rauvolfia respectivamente) ocorrem
principaimente alcaidides indblicos e na tribo Plumerieae (géneros Himatanthus,
Plumeria e Allamanda) devem ocorrer principalmente iridéides. Alguns dos metabdlitos
secundarios isolados dos géneros Plumeria e Affamanda s&o iriddides (Coppen e Cobb,
1983, Anderson ef a/., 1988) e lignanas (Anderson ef a/., 1988).

A biossintese de aicaidides inddlicos e de lignanas ocorrem por vias alternativas
dentrc de uma mesma via biossintética (Figura 18). As lignanas e neolignanas s&o
formadas tendo como intermedidria a fenilalanina (rota A), enquanto que os alcaldides
indGlicos utilizam o triptofano (rota B), ambos vindos do acido corismico. O isolamento
de lignanas de H. obovatus, mostra que a rota A & preferencial em relagéo a rota B.

Estas observacles reforgam ainda mais a nossa idéia sobre a importancia de se
trabalhar com profissionais de outras dreas para que os resultados obtidos sejam mais
completos.
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6. CONCLUSOES

Muito embora os géneros Himatanthus, Tabernaemontana e Rauvolfia pertencam
as mesmas familia e sub-familia, os metabdlitos encontrados em Himatanthus
pertencem a classes distintas dos alcaidides indélicos isolados de Tabernaemontana e
Rauvolfia.

De Himatanthus obovatus foram isolados duas lignanas {pinoresinol e
isolariciresinol); trés nor-isoprendides {blumenol A, blumencl C e nor-isoprendide inédito)
e duas misturas de terpenos (acetato de lupeo] + acetato de o-amirina + acetato de B-
amirina + acetil germanicol e stigmastero! + B-sitosterol + campesterol) dos extratos das
folhas e da casca + caule de H. obovatus coletados na Chapada dos Guimarges (MT).

Também foram isoladas outras trés lignanas (hidroxipinoresinol, iariciresinol e
olivil), o iriddide plumieride e, apés a acetilacéo, o inositol O-metil-pentaacetate dos
extratos da casca de H. obovafus coletada em Casa Branca (SP).

Esta foi a primeira vez que nor-isoprendides foram isolados de espécies do
género Himatanthus, sendo que um dos nor-isoprendides isolados é inédito e a segunda
vez que lignanas e um glicitol foram isolados de espécies desse género. Iridoides e
terpenos foram isolados em maior ndmero das outras espécies de Himatanthus
estudadas guimicamente.

Os testes com A. safina foram realizados com os extratos diclorometanico e
etandlico (CDCb e CECb) da casca de H. obovatus coletada em Casa Branca (SP). O
resultado observado para o extrato CDCb se mostrou promissor, sendo que o valor de
Clso observado foi igual a 344 pg/mL, enquanto para o extrato CECb o valor foi maior
que 1.000 ug/mL.

Os testes de atividade antiproliferativa também foram realizados com os extratos
CDCb e CECb utilizando-se 4 linhagens celulares derivadas de 4 tipos de tumores
humanos (pulméao, feucemia, melanoma e mama). Os resultados observados para o
extrato CDCb s&o bastante promissores e também cosrentes com o resuitado do teste
utilizando-se A. salina para este extrato. Os resultados observados para o extrato CECb
nao foram promissores, mas coerentes com o resultado do teste utilizando-se A. salina
para este extrato.

Os testes de bioautografia foram realizados com os extratos ChRCb e CECb e com
varias substéncias isoladas, sendo que obtivemos indicagdo de atividade bactericida
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para duas das lignanas iscladas: o isolariciresinol frente & Strepfococcus mutans e o
lariciresinol frente a Staphilococcus aureus.

A correlagéo dos dados quimicos com os dados botdnicos de H. obovatus mosira

que a classificagio boténica € coerente, j& que as classes de compostos isoladas de H.

obovatus se assemelham as classes de compostos isoladas das espécies dos géneros

Flumeria e Allamanda descritas na literatura (géneros filogeneticamente e

morfologicamente mais proximos), sendo diferentes dos compostos isolados de espécies
de Tabernaemontana e Rauvolfia.
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