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RESUMO

Duas plantas medicinais brasileiras, Filcus Insipida Willdenow e
Pourouma guyanensIs Aublet foram objeto de estudo fitogquimico e de
avaliacédo da atividade biodina&mica.

0 estudo dos constituintes do extrato hex&nico de folhas de F.
insipida resultou na identificacao.das sequintes substancias: n-—
alcanos Co7-Czz. esgualeno, simiarenol, sitosterol, estigmasterol e
psoraleno. Nessa fracao também foi isolada isohopenolactona. um
triterpentide pentaciclico inédito da classe dos isohopenos.

0 l&atex de F. InsipIida mostrou possuir uma acdo anti-helmintica
téenue sobre Vampirolepis nana e sobre Aspiculuris tetraptera.
Entretanto, esse l&atex vegetal exibe uma elevada toxidez resultante de
sua propriedade digestiva, a qual sugere a presenca de enzimas
proteoliticas (proteases). Esse fato., aliado a existéncia de outras
drogas atualmente disponiveis com elevada efic&cia e seqguranca no
controle de helmintos, torna desanconselhavel o uso de F. InsIipida
para esse proposito.

M. guyanensis, usada popularmente como cicatrizante e anti-
diarreico, teve a sua fracado volatil analisada, o que resultou na
identificacdao de mono- e sesquiterpendides, além de salicilato de
metila. Foi detectada a presenca de taninos condensados
(proantocianidinas) nos extratos hidroalco6licos de folhas., cascas dos
ramos., ramos e sementes. A an&lise do extrato hex&nico de folhas
resultou no isolamento de friedelina, sitosterol e estigmasterol. Tais

constituintes justificam o uso popular de P. guyanensis.



ABSTRACT

Two brazilian medicinal plants, Ficus Insipida Wildenow
and Pourouma guyanenslis Aublet, were object of phytochemical study and
evaluation of biodynamic activity.

The hexane extract from leaves of F. Insipida contained the

following substances: n—alkans squalene,
zitosterol, stigmasterol and psoralen. this fraction
isohopenelactone, a new pentacyclic triterpene, was isolated

additionally.

The latex of F. Insipida showed weak antihelmintic activity
against Vampirolepis nana and Aspiculuris tetraptera. However, this
latex exhibited a high toxicity because of its digestive properties,
suggesting the presence of proteolytic enzymes (proteases). This fact,
in addition to the availability of new drugs with high efficiency and
security in the control of worms. makes the use of F. Insipida for
this propose unadvisable.

M. guyanensIis, popularly used by the natives as cicatrizant and
antidiarrheic, had its volatile fraction analyzed. This resulted in
the identification of mono- and sesquiterpenes, and also of methyl
salicylate. Condensed tannins (proanthocyanidins) were detected in the
hydroalcoholic extracts from leaves, bark of stems, stems and seeds.
The study of the hexane extract from leaves resulted in the
identification of friedelin, sitosterol and stigmasterol. These

substances justify the popular use of P. guyanensis.



INTRODUCAO

A Quimica de Frodutos Naturais teve um grande progresso na
sequnda metade do seculo XX como resultado do aprimoramento de novas
técnicas de extracao, de fracionamento e de elucidacé&o estrutural de
metabdlitos especiais de plantas: do melhor entendimento dos caminhos
biossintéticos que levam & producao dessas substéancias: e da criacao e
desenvolvimento de uma nova disciplina cientifica — Quimiossistematica
Micromolecular que vem servindo como uma ferramenta b&asica na

orientacao da pesquisa fitoquimica.

Esses processos colocam & disposicdo do cientista um enorme
nimero de dados que permitem correlacionar morfologia vegetal e
micromoleculas, O que possibilita o estudo aprimorado da funcdo dos
produtos naturais nos organismos vivos,., levando a maior compreensao do

funcionamento da natureza.

0 PBrasil, com sua vasta extensao territorial possui cerca de
60.000 espeécies de plantas superiores, englobando nada menos que 795%

de todas as espécies florestais. & considerado atualmente o detentor

~
N ol

da maior biodiversidade do globo terrestre.

A familia Moraceae, de grande representatividade na Floresta
Amaz®nica, nado conta ainda com um estudo quimico compativel com sua
importancia. Desse grupo vegetal foram selecionadas duas espécies,
Ficus Insiplida e Pourouma guyanenslis, para estudo quimico e avaliacao
da atividade biodin&mica, com objetivo de dar inicio a um programa

sistemadtico de estudo quimico dessa familia.



A ordem Urticales e claramente natural e definida, provavelmente

relacionada a Malvales e a Violales. Compreende cerca de 2300 especies
cde hé&bito variadissimo, ocorrendo como arvores, arbustos, subarbus-
tos, de trepadeiras a hemi-epifitas e ervas. Esse grupo vegetal

distribui-se desde as reqgioes temperadas do Hemisfério Norte ate
Regides Subtropicais, estendendo-se do leste ao oeste da Africa e nas
P .4
AmEericas Central e do Sul.
S&o caracteres comuns na ordem a presenca de ceélulas e canais de
mucilagem, sendo que Moraceae e algumas espeécies de Urticaceae
apresentam laticiferos.”
- _ 8 ey O .
Segundo Dahlgren, 1980 (Figura 01, p&g. O3%), Urticales faz parte
da superordem Malviflorae onde se incluem as familias: Ulmaceae,
Cecropiaceae, Rarbeyaceae, Cannabaceae e Urticaceae. For
outro lado, Cronguist em 1968 considerou essa ordem formada apenas por
) 6 : : - : :
5 familias. aceitando recentemente a criacdo da familia Cecropiaceae,
7.8
proposta por Berg em 1978 a partir de alguns g&éneros de Moraceae. °
Filogenias satisfatorias das familias e suas subdivisoes ainda nd&o sé&ao

-

bem estabelecidas.”
A familia Moraceae consta aproximadamente de 40 géneros e 1000
espécies em sua maloria tropicais e com héabito predominantemente
7 . . . : .-
arbbdreo. Nessa familia destacam—se os géneros FIlcus, com mais de D00
espeécies, e Dorstenia,. com cerca de 100 espécies. Sequndo Berg”,
varios fatores e padroes de diferenciacdo sugerem a subdivisdo desse

grupo vegetal em duas subfamilias uma delas com uma Gnica tribo Ficeae

e a outra com as tribos Moreae, Dorstenieae, Castilleae e Artocarpeae.

3



-
-
-— -

TYPHALES

LVD
RALES
ARECALES
INGBERALES
ABCALES

COMMELINALES

m

(.

aundo Carauta Ficus pertence a trib

-

Tamd

ilia MOF Snwae .

Bliezt L A3T

pantropical sefithe a ColSmbia o pais com o

d Critas

desde arvores, arbustos atéd trepadelras & he

héabzto Sac plantez lactescentes,

= Lmtelr

g

i

lternas—e COm MEraens

=

vel

e

foliar

(T e (T individuo

'

T

iliad. A intTlorescénclia do ti

o

it iritorme, provido de uma

Metshan  OF polinizadores. & infloresc

no

Moy oLl

monotipl

QEMEro

melior mume

mispifitas

T

—t
Ly

!1|

abertura apical denominad

1

Brnclas pod

ca bes

s F

o de sspecles

IR o =TT FO
« predominando o
freguentemente

o lobadas .



a fecundagdo as inflorescé&ncias originam infrutescéncias tambeém
denominados de sicWnio, no interior das quais se localizam peqguenos
frutos secos e indescentes do tipo aguénio. As estipulas sa0
geralmente caducas e amplexicaules.
Muitas espécies asi&ticas e africanas foram introduzidas no
por Glaziou no final do século passado para a arborizacao
devido a grande beleza de seus caules esculturais, copas
majestosas e famosas raizes dos tipos tabular e estrangulante.lo
F. Insipida (Figura 02, p&g. 06 pertence ao subgenero
Pharmacosyceae e ocorre da América Central até a Argentina. No Brasil
existe em todas regioes, preferindo locais mais Umidos como a Floresta
AmazGnica e a encosta litoranea. E denominada popularmente como
figueira branca ou simplesmente figueira e gameleira.
mediana ou de grande porte, cujo digmetro da copa
frequentemente mostra—-se menor que a altura do tronco nos individuos
adultos. Fossui folha inteira eliptica (5.0 a 0,0 cm de comprimento e
1, a 1%,0 cm de largura), glabra, de base arredondada a obtusa e
. . 10
a&pice agudo ou curtamente acuminado.
F. Insipida & uma arvore monobica, possuindo trés tipos de flores
as masculinas, as femininas sésseis e as galigenas estéreis. 0 fruto

individual & um peqgqueno aqueénio dentro do sicthnio. Os sictHhnios crescem

solitarios em cada nbdb, verdes ou amarelo—-esverdeados com o amadureci-

me:nto. tém formato globoso a ovoide, glabros, com 2,0 a 5,0 com de
o 10
di&metro.
L - . . . Y
A polinizacdo dessa espeécie foli descrita por CarautalJ que

mbservou trés fases: '"ma fase feminina as flores pistiladas crescem e

tornam-se receptivas ao polen trazido pela vespa Blastophagus



aerumIinosa. que penetra no interior do sictnio atraveées do ostiolo. Uma
ver no interior do figo as vespas fecundam as flores femininas e
depositam o0s ovos nas flores galigenas. Na fase masculina as flores
estaminadas (masculinas) crescem proximas ao ostiolo, eclodem as
vespas dos dols sexos e se d& o cruzamento entre elas. As vespas
polinizadoras femininas s&o aladas e robustas, muito maiores que as
vespas masculinas &apteras. Apos a fecundacao as vespas masculinas
morrem dentro do sicthnio e as femininas, carregadas de gridos de polen,
tentam evadir—-se pelo ostiolo. Se conseguirem terao menos de 24h para
encontrar outro figo na fase feminina para depositar seus ovos."
F. Insipida possui como sinonimias F. glabrata, F. anthelmintica
vermiftfugaa. F. callophylla., F. helminthagoga. Pharmacosycea
anthelmintica e Pharmacosycea vermituga. Essas sinonimias podem ser
espécies distintas ou entao variedades. 0 conhecimento bioecolbgico de
espécies brasileiras do género FIlcus ainda & insipiente para a solucgao
. . S . o 10
dos varios problemas taxonthmicos. como o exibido por F. Insipida.
A familia Cecropiaceae com aproximadamente 200 espeécies de habito
arboreo e distribuicao pantropical, consta dos seguintes géneros:
Cecropia (80-100)., nos neotropicos: Coussapea (49), nos neotropicos,

Mussanga (Z2). na Africa; Myrianthus (7)), na d?rlca; Poiklospermum

D

(20), na Australasias; e Pourouma (25) ., nos neotrbpicos.lL Esses
generos sao considerados por alguns autores como pertencentes &
familia Moraceae.q'll

0 agenero Pourouma possul habito predominantemente arboreo. Suas
espécies ocorrem desde a América Central até o Sudeste brasileiro,

sendo que o seu centro de dispersido localiza-se na Racia Amaztinica e

Guianas. As especies de Pourouma habitam florestas Umidas em baixas
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altitudes (600-1400 m), ocorrendo freguentemente em ecossistemas sub-
172

metidos & acao antropica (matas secundé&rias).
Suas folhas sao inteiras ou palmitilobadas., coriaceas e pilosas,
com  margens inteiras a subcrenadas & tamanho variado, apresentando
filotaxia alterna espiralada. As estipulas estdo presentes e sdo do

tipo amplexicaule. Em especies com folhas lobadas freguentemente

ocorre o fentmeno de heterofilia, marcado pelo aparecimento de folhas

2
al

inteiras.
As espeéecies de Pourouma sdo dibicas, cujas infloresce&éncias siao
terminais localizadas nas axilas foliares. onde ocorrem
frequentemente aos pares. Nas inflorescéncias pistiladas (femininas) a
ramificacao e comumente mais reduzida do que nas estaminadas
(masculinas) . De uma forma geral, os frutos possuem formato ovoide,
obtuso arredondado na base e bruscamente acuminado no &apice. Os frutos
com mals de 1 cm de comprimento guando amadurecidos adguirem uma
coloracadao que varia de pUrpura ao marrom passando pelo vermelho
12
HSCUFO.
A madeira das especies de Pourouma e mole, quebradica e possui
branca. Quando cortada exsuda um liguido claro que apbs a
®posigcao ao ar torna-se vermelho até escurecer por completo. A
outras partes do vegetal exalam um odor caracteristico,
~

denominado de "spearmint", "wintergreen", '"balsam'" ou '"bengue'.
Fouco se sabe da biologia de Pourouma, contudo parece que a
dispersdo das sementes em alguns casos & realizada por morcegos,
macacos. Segundo Falcéo & Lleras, abelhas atuam como

agentes polinizadores em P. cecropiifolia. Nao existe literatura

informecbes a respeito dos mecanismos de atracdo das infloresc&ncias



pistiladas. Contudo, acredita-se que os pelos glandulares, abundantes
nas inflorescéncias da maioria das espécies de Pourouma, atuem como
atraentes.

Espécies de Pourouma na&o sao exploradas econtmicamenrte.
Entretanto, P. cecropilitrolia (uva amaztnica. imbadba do vinho) e
cultivada para producado de frutos destinados ac consumoc humano, os
fuais possuem um mesocarpo (polpa) espesso e de sabor atraente. Os
frutos de espécies de Pourouma servem ainda como matéria prima para
uma bebida fermentada, sendo também muito apreciados como alimento por
populacoes indigenas. 0Os frutos verdes sao utilizados na forma de

decocto para curar feridas, gracas as substancias tanicas que

~ -r
] -t

encerram.
0 geénero Pourouma fol descrito por Aublet (1773) que caracterizou
a espécie tipo P. guyanensis. 0Os individuos dessa espécie .atingem
aproximadamente 30 m, suas folhas sdo peciocladas trilobadas, glabras e
Gsperas na face superior, pilosas e esbranquicadas na face inferior,
de textura subcorié&cea. possuindo base cordiforme e apice acuminado.
As estipulas s&o grandes e amplexicaules. As inflorescéncias
pistiladas e estaminadas sd8o do tipo cimeira saindo das xilas
foliares em peddnculos dicOtomos. 0 fruto com o amadurecimento adquire
coloragcdo roxa,. de formato ovébide, obtuso arrendodado na base e
bruscamente acuminado no apice. Ocorre na Bacia Amaz®nica,

Guiana Francesa, Venezuela, Feru, Equador e no Brasil, na faixa

litoranea de Fernanbuco ate Santa Catarina (Figuras 03 e 04,

Sao inumeros os nomes vulgares dentre os gquais embadba da mata.

2
ol

amapati, mapati, embadba-torem, uvila blanca.
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considerada muito primitiva, pois seus metabdlitos especiailis sao
frequentemente prenilados e também ndo pode ser considerada muito
evoluida, pois sua guimica ainda repousa fundamentalmente em derivados
da via do é&cido chigquimico.

Do ponto de vista quimico., esse taxa foli muito bem trabalhado e &
caracterizado pela ocorréncia de cumarinas, lignanas, benzofenonas,
xantonas., estilbenos, flavondides, mono—-, sesqui-—, triterpendides e
esterdides, alcalbdides indolizidinicos, piridinicos, bipiperidinicos e
gquinolizidinicos (Figura 05, pag. 12). For outro lado, a familia
Cecropiaceae apesar de possuir 200 espécies, apresenta registro de
apenas 29 substa&ncias,incluidas entre triterpenbdides, esterdides e
alcaldides espermidinicos.

() levantamento bibliografico das subst&ncias isocoladas dos géneros
Ficus e Pourouma foli realizado consultando-se o "Chemical
no periodo de 1907 até 1991.

0 genero Pourouma nac possui qualquer registro de sua quimica.
For outro lado, o interesse no estudo do geénero Ficus & revelado pelo
nimero de publicacdes referentes & sua quimica e farmacologia., muito
embora possa ser considerado um taxa pouco trabalhado, considerando o
numero de espécies que ele engloba.

Quimicamente, FIicus se caracteriza pela capacidade de
substa&ncias micromoleculares dos seqguintes tipos estruturais:
cumarinas simples, furocumarinas lineares e angulares, flavonbis (-
glicosilados e O-metilados, flavanonas, flavonas C— e 0-glicosiladas,
antocianinas, leucoantocianinas., taninos condensados, alcalbides indo-
lizidinicos, fenantroindolizidinicos. mono—-., sesqui—- e triterpendtides,

esterdides e ficaprentides.

11
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As substancias podem ser classificadas de acordo com 0s
processos biossinteticos que intervem na sua formacao. 0 primeiro
desses processos se refere ao caminho metabdlico do &cido chiquimico,
cujos intermedié&rios importantes sao os acidos aminados, fenilalanina
e tirosina, o0os &cidos cinamicos e seus produtos de reducgado, o0os alcoois
cinamilicos. Como se sabelé, substé&ncias derivadas da via do
chiguimato predominam em plantas lenhosas. razao pela qual em tais
plantas ocorrem normalmente derivados biossinteticos dos
intermediarios mencionados. dentre 0s quais se destacam no género
Filcus 0os alcaloides indolizidinicos. cumarinas e flavondides,

inclusive proantocianidinas (taninos condensados).

Alcalbides - A ocorreéncia dessas substancias €& registrada nas
trés especies: F. septica, F. hispida e F. pantoniana. Alcalobides do
tipo indolizidinico e fenantroindolizidinico s&ao encontrados em F.
septica e F. hizpida, enquanto que alcaldides com esqueletos
flavonoidicos e nucleo pirrolidinico foram pela primeira vez isolados

de F. pantoniana (Tabela 01, pag. 133 Figura 06, pag. 14).

ESPECIE SUBSTANCIA PARTE ESTUDADA REF .
(-)—tiloforina - 19
(+)—tilocrebina - 19

. septica septicina - 19
ficuseptina folhas 22
(+)—antofina raiz e folhas 20
hispidina - 21

F. hispida novo alcaloide = 21

indolizidinico
F. pantoniana ficina - 15

isoficina - 18

P e . s e e e P R R L R R A LS S ES SN S B R ek e ik ek e ey v P Y T e P N P N N M R e A e A

Tabela 0l1. Distribuic&o de alcalbides no genero FIlcus.
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Figura 06. Alcalbides do genero FIlcus.

Cumarinas - A presenca dessas substancias parece ser ageral nas
especies de FIlcus, ocorrendo cumarinas simples, furocumarinas lineares
e angulares (Tabela 02, p&gs 15-16: Figura 07.p&g. 16). Justificando a
foﬁotoxidez de muitas preparactes medicinalis populares feitas de
extratos dessas plantas, as cumarinas mais comuns em FIcus S&o
psoraleno e beragapteno. A pesquisa de fototoxinas vegetais para o
tratamento da leucodermia (vitiligo) implicou num grande numero de

espeécies trabalhadas., resultando no primeiro isolamento de psoraleno

I ied
e

por Okahara.
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SUBSTANCIA DCDRRENCIA PARTE ESTUDADA REF

L s s o s e S e s s ——— e e i S e i Folal e e~ R iy

bergapteno F. asprima 2l o =E

F. beniamina frutos.late: 27 .40

F. carica folhas 25,2

F. elastica latex 40

F. eriobtryoides folhas =7

F. hispida =1

F. palmata folhas x4

F. salicifolia folhas e frutos 24,70

Fro Zycomorus folhas e latex 24,326,337

F. pumila 29

F. ramentaceae =29
bergaptol F. asprima SR, o BE
#anthotoxina F. benjiamina latex 40

F. carica =1
psoraleno F. carica folhas 2520

F. hizpida =1

F. Insipida folhas 9

F. salicifolia fruto 20, 32,36

F. sycomorus laten 36,37 ,40
4,5-diidropsoraleno F. carica folhas B B
umbel liferona F. carica folhas 25,25

F. cunnghamili 37

F. salicifolia LA ¥
marmesina F. carica folhas 26,28,51

F. cunnghamii 27

F. eriobtryoides folhas =7

F. salicifolia 22,36

F. sycomorus 26457
rnodakenetina F. rcarica folhas 26,28
Acido furocumarico F. carica folhas 26,28
0-B—-D—glicofurano-
sideo
#anthoto:xol F. carica il
herniarina F. cunnghamii =7

F. platyphylla =8

F. pumila 29

F. ramentaceae 29

Tabela 0Z. Distribuicé&o de cumarinas no g&nero Filcus.
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0 segundo processo metabdlico envolvendo a producao de
substancias derivadas de biossintese mista resulta da condensac&ao de
uma unidade de Aacido cin&mico (caminho chiquimato), com unidades de
Acido acético (caminho do acetato). Nessa classe encontram—-se os
flavonbis O-metilados e O-glicosilados. flavanonas,flavonas -~ e O-
glicosiladas, antocianinas, leucoantocianinas (Tabela 03I, p&ags. 17-18,
Figura 08, pag 19).

Em algumas espécies taniferas, F. mysorensis, F. religiosa e

F. bengalensis, sao caracterizados taninos condensados (proantociani-

dinas).
e — e R T e e
SUBSTANCIA OCORRENCIA PARTE ESTUDADA REF
quercetina F. carica 71
igsoguercitring F. carica folhas 71
IZ-0-metilquercetina F. capensis folhas &9
Z-0-glicosiliso- F. capensis= folhas 69
rhamnetina F. rumphii casca do tronco !
rutina F. carica folhas 72
F. =z=implex folhas 72
F. pumila frutos 36
F. platyphyla =8
rmaringenina F. capensis folhas 69
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Tabela 0Z. Distribuicao de flavontides no gé&nero FIcus.
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6—-0—-B-D—-glicopirano— F. Infectoria folhas 70
sil—-Z%Z" —-0—-a—-L-rhamno—
silluteolina

6—0—-a—-L—-rhamnopira- F. Infectoria folhas &7
nosil—-(1-+2)-B- D -

galactopiranosiles—

cutelareina

schaftosideo F. carica folhas 68
isoschaftosideo F. carica folhas 68
Z—0—-monoglicosilci- F. carica frutos 64
anidina

H—-0-rhamnoglicosil— F. carica frutos 64

cianidina

Z,9-0-diglicosilci- F. carica frutos 64
anidina
Z~-0-rhamnoglicosil- F. carica frutos 64

pelargonidina

A—0-B-D—glicopira - F. racemosa casca do tronco 65
nosilleucocianidina

A~0—a—-D— glicopira- F. hispida raizes 66
nosil—-(1-*4)-0-3-D-

galactopiranosil -

leucocianidina

AZ-0-B-L—-rhamnopira- F. racemosa casca do tronco 65
nosilleucopelargo -
nidina

Tabela 0Z. Continuacao

18



HO

o ©

R

Gli Rham rutima
Gli

LSO CL trana

H guercetina

R

R, R,

Ara Gli

zsrhathlosideo.

G11 Ara sgoschatiosloes

HO

Mgt LM M LT g

Lamiding
- O EpL e
moeid l levoopelaran -

prachameé

Figura 08.

19

Zeleglicosiliso-

Fhiamnetina

Qwamﬁtilquercetina

HO

RO

L hamnopara

i (1=33)=f~ D

galactopiranosiles—

OR,
R1 Rz Ra
Gii H OH
Rham H  OH
61i OH
Rham H H

Gli

Flavonbides do g&nero fFlcus.

rElna
Deglidcopirs
el hamno-

silluteslina

OH

Zel-monoglicosilc
arma i mea
Z=l-rhamnoglicosi
peElargonidina
SeSi-O-diglicosle
anidina

Qe ehamnog licosl

Coanidina



Um outro grupo de subst&ncias produzidas por espécies do genero
Ficus se origina da via metabdlica acetato—-mevalonato e consta de
mono—, sesqui— e triterpentides, esterbdides e ficaprenbis. & notavel a
predominancia de triterpenbtides pentaciclicos monoxigenados, como 0OS
metabblitos mais comuns e mais abundantes nas fracoes apolares. 0Os
esteroides de FIlicus sdo dos tipos mais comuns encontrados no Reino
Vegetal (Tabela 04, pags. 20-22; Figura 09, pags. 23-24).

Existem registros da ocorréncia de esteroides glicosilados na

g
747 A presenca de I-

casca do tronco de F. religiosa e F. glomerata.
J-f-D-glicosilsitosterol est& relacionada com o uso dessas plantas

como hipoglicemiantes.

P
SUBSTaNCIA OCORRENCIA PARTE ESTUDADA REF
linalol F. carica folhas 28
a-terpineol F. carica folhas 98
acetato de geranila F. carica folhas 98
@poxido de F. carica folhas 98
cariofileno
nor—copaanona F. carica folhas 3?8
nor—-cariofilen—-2-ona F. carica folhas 98
mor—bourbonan—1-ona F. carica folhas 98
esqualeno F. elastica folhas kel
sitosterol F. benjiamiIna frutos 27
F. saliciftolia frutos, folhas 20, 36
F. asprima folhas =1
F. racemosa casca do tronco 44
F. beecheyana 41
F. palmata folhas 4
F. spragueana k)
F. glomerata frutos 43
F. lacor folhas 48

20



A
SUBSTANCIA OCORRENCIA PARTE ESTUDADA REF
sitosterol F. carica folhas a2
F. sycomorus folhas 26
F. pumila frutos a6
F. religiosa folhas a8
F. eriobtryoides folhas 37
F. platyphylla folhas =8
F. Insipida folhas 29
estigmasterol F. glomerata fruto 45
F. lacor folhas 48
F. religiosa casca do tronco 62
campestetrol F. religiosa folhas a8
F. lacor folhas 48
28-isofucosterol Fe. religiosa folhas 48
F. lacor folhas 48
colesterol F. lacor folhas 48
calotropina F. carica folhas 62
lanosterol F. religiosa casca da taiz 62
1Za,148, 17B8(H). F. glomerata fruto 45
20a(H)—- lanosta-
8.22-dieno-ZB-ol
utirospermol F. macrophylla casca do tronco =7
cicloartenol F. macrophylla casca do tronco o7
24-metilenociclo- F. carica folhas 61
artanol
s—amirina F. bengalensis latex o1
F. beniamina latex 40
F. elastica latex 40
F. lacor folhas 48
F. platyphylla 8
F. racemosa casca da raizs 473
F. religiosa folhas 58
F. sycomorus latex 40
acido ursolico F. platyphylla 8
baurenol F. carica folhas 61
pseudotaraxasterol F. carica folhas 26

Tabela 04. continuacgao.
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tararasterol F. cunnghamii folhas =7
F. glomerata fruto 47
B—amirina F. asprima folhas =1
F. alba latesx S0
F. carica folhas 26
F. eriobtryoides folhas 27
F. hispida folhas, casca do 31,49
tronco
F. lacor folhas 48
F. platyphylla =8
F. religiosa folhas a8
F. sycomorus folhas 26
acido oleandlico F. carica folhas 65
F. mIicrocarpa folhas 60
glutinol F. microcarpa folhas 60
tararerocl F. pumila 56
F. mIicrocarpa folhas 60
friedelina F. bengalensis= folhas
F. glomerata casca do tronco S
F. microcarpa folhas 60
F. nitida folhas 25
F. roxburghii el
F. spragueana S8
epi—-friedelanol F. nitida folhas HE
F. roxburghii 5
F. spragueana SHE
L.upeol F. alba latex S0
F. beecheyana 41
F. carica folhas 6
F. glomerata casca do tronco, 47
frutos
F. lacor folhas 483
F. miIcrocarpa folhas &0
F. racemosa casca da raiz 473
F. sycomorus folhas 26
F. religiosa folhas a8
F. macrophylla casca do tronco 54
lupenona F. religiosa casca da raizs 62
moretenol F. macrophyvlla casca do tronco 57

Tabela 04. continuacéo
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Aspectos Farmacoldégicos

0 latex de muitas espécies de Ficus tem sido usado como droga
desde h& muitos seéculos. Dioscor‘ides76 menciona o uso do latex de F.
sycomorus e F. carica como remédio. Essas espécies foram usadas na
Grécia antiga como laxantes, no tratamento da gota, da lepra, de
doencas da pele, de mordedura de animais peconhentos. da dor de dente
e na coagulacéao do leite.

Em 1861 Feckolt77 j& mencionava o uso do latex de Ficus contra a
ancilostomose no Brasil. Uma substancia cristalina, denominada
doliarina, e uma outra de natureza protéica, denominada urostigma
papavotina. foram obtidas por Feckolt do latex de F. doliiaria. Esse
trabalho resultou no desenvolvimento de uma preparacao farmacéutica
gque continha principalmente essas duas substancias misturadas a uma
forma de ferro assimilavel (sem especificacoes). Essa mistura era
vendida sob a denominagao de "Fo6 de Doliarina e Ferro — Um Especifico
Contra a Opilacao".

Nesse periodo o uso dessa droga foi difundida para outros paises
da América do Sul e da Europa, como pode ser visto no trabalho de
302201076 que informa sobre a exist&ncia no Brasil de um poderoso
anti-helmintico preparado por Feckolt a partir do latex de F.
dJoliaria. Bozzolo, menciona gque tal preparacgdo foi usada com sucesso
no tratamento da ancilostomose em sua clinica de Turin (Italia).

Mo final do século Moncorvo, um médico do Rio de Janeiro

& citado no "The Lancet"78, por utilizar o tratamento mais
efetivo contra um tipo de anemia causada por Ancylostoma dJduodenale,
que consistia na administraca&o do latex de Ficus doliaria ou F.

gamellaria. De acordo com o autor, esse & um remédio antigo dos indios



e as suas propriedades drasticas como vermifugo eram provavelmente
devidas a doliarina, um tipo de pepsina vegetal., an&loga. ou talvesz
idéntica a papaina de Carica papaya.

Theodoro e Gustavo F‘ecll:.chtw'3 em seu interessante livro, "Flantas
Medicinais do Brazil'", fornece um roteiro completo do uso medicinal do
latex de diferentes espeéecies de Ficus (F. anthelmintica, F. glabra e
F o dJoliaria) no tratamento de ancilosetomose e ascaridose. Em outra
publicacdo intitulada: "O valor dos anti-—-helminticos brasileiros",
Gustavo F'eck.olt79 relaciona algumas espécies de Ficus, de Carica
(Caricaceae) e de Plumeria (Apocynaceae) no tratamento de verminoses,
ressaltando a necessidade de prudé&ncia no uso dessas plantas, chamadas
por ele de "fontes de sucos pancreaticos vegetais". Relaciona F.
vermifuga, F. doliaria, F. radula & F. anthelmintica como as
utilizadas pela populacao.

Gerbergo descreve o latex de F. coronata como um verdadeiro suco
pancreatico vegetal., devido a sua elevada atividade digestiva.

Em 1914 Monat—Eiggs81 e F'aez76 registraram o tratamento de
ancilostomose e tricurose com o latex de F. lauritolia e de F.
glabrata. Esse tratamento foi adotado pelo aqoverno venezuelano na
supressdo da ancilostomose no pais. Existem também registros do uso do
latex dessas especies em palses da América Central (Nicaragua.,
Fanam&). Na Cold®mbia, Hall e A(;n.lf:‘»tina:'2 administraram o latex de §£.
lauritolia em soldados para o tratamento de verminoses concluindo,
porem, que esse material possuia uma atividade limitada.

Robbin583 fez valiosas experiencias com o latex de F. lauriftolia,

confirmando que o principio ativo era de natureza proteica,

designando—-o ficina. Em uwum trabalho posterior, ele avaliou a



ezstabilidade dessa enzima e concluiu gque a mesma nao era do tipo
pepsina. mas sim do tipo tripsina. For essa época o latex de Ficus foi
lancado na Col®mbia com os nomes comerciais: Tricosan e Ficosan. Tais
medicamentos foram indicados para o tratamento de infestagdo por
Ascaris, Trichuris e Necator. H& registro do uso do latex de F.

anthelmintica e de F. glabrata em populacoes indigenas per‘uanas.76

Fosteriormente. Walti84 publicou a respeito do isolamento da
ficina em sua forma cristalina, em laboratbrios da Merck & Co.. Nesse
trabalho também foi confirmada ser essa proteina a responsavel pela

atividade do latex de FIlcus.

o

Em 19242 Jaffé8 descreve ensaios em camundongos usando "leche de
(latex de F. lauriv¥olia ou F. glabrata) verificando a

auseéncia de toxidez desse material.

As informacoes atualmente disponiveis sobre a ficina indicam
tratar-se de um conjunto de enzimas proteoliticas. Essas enzimas
possuem geralmente um residuo cisteinico participando da atividade
enzimatica, da mesma forma gque a papaina. Ficina e papaina apresentam
comportamento bioquimico similar, como por exemplo a especificidade
pelo substrato, a atividade esterasica e a ativagdo por agentes

redutores.86’87

Apesar do ageénero Flcus apresentar uma ampla distribuicgdo na
Fegiao Tropical, ocorrendo nos continentes Asi&tico, Africano e
Americano, desperta atengdo o fato do uso de suas espécies como
vermifugo estar restrito apenas as Américas Central e do Sul (Tabela

05, pags. 28-29).



ESPECIE INDICAGGES

F. glabrata anti—-helmintico
(uso interno}

F. laurirolia anti-helmintico
(uso interno)

F. pumila anti-helmintico
(uso interno)
anti-diarréico
(uso interno)
tratamento do car-
blnculo
(uso externo)
afeccaes da pele
(uso erxterno)

F. anthelmintica anti—-helmintico
(uso interno)

F. bengalensis hipoglicemiante
(uso interno)

F. glomerata hipoglicemiante
(uso interno)

. religlosa tratamento da al-
cera
(uso interno)
hipoglicemiante
(uso interno)
anti—-asmatico
(uso interno)
tratamento de do-
encas respiratorias
(uso interno)

F. Infectorla tratamento da Gl-
cera
{uso interno)

F. zeptica anti-térmico
(uso interno)
anti—-gripal
(uso interno)
anti-microbiano
(uso externo)

F. racemosa tdnico

PARTE UTILIZADA

latex, frutos

latex

latex

folhas

latex, frutos
e folhas
casca do tronco

casca do tronco

casca do tronco

casca do tronco

folhas

LOCAL
Col8mbia
Venezuela

Feru

Venezuela
Nicari&gua

Forto Rico

China

Brasil
Feru
India

India

fhdia

’ .
India

Nova
Guingé

REF

89
76

Q0

76

74

94

Q5

Tabela 03. Etnofarmacologia do g&nero Filcus.



ESPECIE INDICACOES PARTE UTILIZADA LOCAL REF

F. caballina cicatrizante latex Feru 76
(uso externo)

F. SyYyCOmorus vitiligo lates: Eagito 26
(uso externo)

carica emoliente Tndia 96
(uso externo)
diuretico
(uso interno)

n
a

M. Indica anti—-diarreico latex India 76
(uso interno)
anti—-inflamatorio
(uso interno)
anti-reumatico
(uso interno)

F. dolIlaria anti—-helmintico latex Brasil 76
(uso interno}

. elastica anti-helmintico lé&tesx Fanaméa 76
(uso interno)

F. hispida vitiligo folhas India 97
anti—-cancerigeno Tailandia 98
(uso interno)

Tabela . Continuacao

Freparacoes populares feitas com espécies de FIicus, utilizadas no
tratamento da leucodermia. sdo ainda hoje responsaveis por graves aci-—
dentes dermatoltgicos. devido a presenca de furocumarinas lineares.
Tais preparacoes sao também potencialmente carcinogénicas., uma ve:z
que . furocumarinas atuam como agentes mutagénicos, devido a sua
capacidade de se ligarem covalentemente as bases pirimidinicas do

pnA . B8



RESULTADOS E DISCUSSOES

Fitonuimica de F. irsipida

Fara estudo fitogquimico dessa espécie vegetal foram selecionados
os extratos hexanico e metandlico de folhas. os quais forneceram dois
triterpentides pentaciclicos e um 1ine§r (simiarenol, isohopenolactona
e esqualeno). dois estertis (sitosterol e estigmasterol) e uma
furocumarina linear (psoraleno), além de metabdlitos prim&rios: n-—
alcanos, sacarose, glicose.

Os extratos em diclorometano e em acetato de etila nao foram
trabalhados com sucesso. Apesar desses extratos apresentarem uma
grande diversidade de subst&ncias., essas nao ocorriam em quantidades
suficientes o que dificultou a sua purificagcao e sua determinacgéo
#strutural. Foli possivel detectar no extrato em diclorometano grande
variedade de substancias fluorescentes, o que o elege promissor na

pesquisa de cumarinas nessa espeécie vegetal.

Constituintes do Extrato Hex&nico de f£. Insiplida

Série hom&loga de alcanos Co7-Czxx [1Fi(I)] - A fracédo eluida em
hexano apds ter sido cromatografada em camada delgada de agel de
silica, utilizando-se como revelador uma solucédo de CeB0g a 2% em
H-504,. indicou tratar-se de uma mistura. 0 espectro no infravermelho
(Espectro 01, pag. Z2) mostrou apenas os sinais correspondentes aos
estiramentos e deformacdbes de CH, sugerindo a presenca de

hidrocarbonetos saturados.

0



# mistura foi resolvida por cromatografia com fase gasosa

2-33) .

acoplada a espectrometria de massas (Cromatogramas 1-2., pags. 22
A série homdloga de alcanos pode ser visualizada no Cromatograma 2., no
qual houve selecdo apenas das substancias que apresentavam o sinal
correspondente ao fraagmento m/z 71. 0Os espectros de massas
apresentam um perfil de espectros de n—alcanos, caracte-rizados pela
formula ChHoq4+2s com abundancia relativa inversamente proporcional ao
aumento da massa de seus fragmentos caracteristicos: m/z 71, 8%, 99,
1173, 127, CrHzm+1~ Tais series sao tipicas de {fons pares em
elétrons.llq

Os componentes foram identificados por comparacaoc de seus dados

=)
E7LLe através do banco de dados

espectroscopicos com os da literatura,
do espectrémetro VG-AUTOSFEC. As substancias identificadas forams
heptacosano. nonacosano, hentriacontano., dotriacontano e tritriaconta-

rmo (Espectros 02-06, p&gs. 3Z3-325). Nonacosano e hentriacontano

predominam na mistura de n—alcanos.

Esqualeno [1Fi(I)] -~ A mistura eluida em hexano forneceu como
constituinte predominante o esqualeno em uma proporcao de 64%,
calculada pelos métodos de normalizagdo da area dos sinails no
cromatograma.

Seu espectro de massas {(Espectro 07, paag. Z6) mostra um sinal em
m/z 410 relativo ao ion molecular, o que sugere a formula molecular
CzoHzo-

s fragmentos neutrocs de massas 15, 42 e 69. além do sinal base
&% indicaram tratar—-se de um triterpendide. Através da comparacao
desses dados espectrais com outros obtidos na literaturaaq,

identificou—-se a subst&ncia em questao como o esqualeno.
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Espectro 01. Espectro na regido do infravermelho de 1Fi(I)
e : cquired: In»
IC. (+RP) Experiment :DEFAULT
ile Text :AMOS
100 35:37 1.2E7
95, 1.2E7
90 1.1E7
85, 1.0E7
80 9.7E6
15 9.1E6
70 8.5E6
65 7.9E6
60 7.3E6
55 6.7E6
50 6.1E6
45 5.5E6
40 4.8E6
35 4.2E6
30 . 3.6E6
25 3.0E6
40:58
20 2.4E6
15 1.8E6
10 38:35 1.2E6
s 43:19 46:41 6.1E5
e S e Sy S S 1 0. T | WY.L N, G L S— 1 N4
5:00 10:00 15{00  20:00 25:00 30:00 35:00 40:00 45:00 50:00 TIME
298 597 896 1195 1494 1793 2092 2391 2690 2989 SCAN
Cromatograma 01. Resultado da separacdo cromatografica (CG)



fFaTe:CRISI Scans:T-2989 Acquired:TB-ocT-31 18:28:55 Ionization:EI+ Function:Magnet AutoSpecQ In»
70.8000_71.2000 (+RP) Win 1000PPM Experiment :DEFAULT
File Text:AMOS

100 40-58 3.9E5
95 3.7ES
90 3.5E5
85 3.3E5
80 3.1ES
75 2.9E5
70 2.7E5
65 2.5E5
60 2.3ES
55 2.1E5
50 36:57 1.9E5
45 1.7ES
. 1.6E5
35 1.4ES5
30
38:41  43:19 46.41 1.2E5
25 9.7E4
20 7.8E4
15 33:24 5.8E4
10 3.9E4
5 1.9E4
R S T e e e S ST MY S S ST S S DS W WY S N T W OT V7 S G I VI G2 (Y 1) o1
5:00 10:00 15:00 20:00 25:00 30:00 35:00 40:00 45:00 50:00 TIME
298 597 896 1195 1494 1793 2092 2391 2690 2989 SCAN
Faesulitado
o 1F1 01} 3=
Ve
11e:CRIS1 Ident:1 Acquired:1 -0CT- 1 1 : :
utoSpecQ EI+ Function:Magnet BpI:51852 TIC:303287
ile Text:AMOS 5.2E4
100 71
4.9E4
95
4.7E4
90
4.4E4
85
80 1FiI
75 85
70
65
3.1E4
60
.9E4
55 2
50
45 2.3E4
40 2.1E4
1.8E4
1.6E4
99 1.3E4
1.0E4
7.8E3
5.2E3
5 2.6E3
) 0 '5'151 35% 0.0EO
0 1] N N Y Y N T O W Y A —— — ——tY-
u—lfll—o e 10 310 :1'0 410 lo 540 :J\o M/2Z




F1 e:CRIS I ent:

utoSpecQ EI+ Function:Magnet

File Text :AMOS
100 71

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45

85

40
35
30
25
20
15
10

5

0

99

1 @:CRIS1 I ent:
utaSpecQ EI+ Func
File Text:AMOS
100 71

85
70

65
60
55
50
4s
40
3s
30
25 97
20
15
10

44 Acquare
tion:Magnet

408

:1 -OCT- 11 : +
BpI:372103 TIC:2603220

mtro de

if
i
il

i

1FiIx

C H
29 60

-,

O U HF N W W & U v N N ® © H H H H = B = B

O K W U J Vv H H O E NN NN W W W W W

. 6ES
.5ES
.4E5
. 3E5
.3E5
.2E5
.1E5
.0E5
.4E4
.6E4
.8E4
.1E4
.3E4
.5E4
.7E4
.9E4
.1E4
.4E4
.6E4
.8E3
.0EO

M/2

.7E5
.S5ES
.3E5
.2E5
.0ES
.BES
.6E5
.4E5
.2ES
.0E5
.9ES
.7E5
.5ES
.3E5
.1ES
.3E4
.4E4
.6E4
.7E4
.9E4
.0EO

M/2Z



F1 e:CRIS Acquaire :1 -OCT- 1 +
wtoSpecQ EI+ Function:Magnet BpI:66795 TIC:433888

ile Text:AMOS
.TE4

100 71 6
95 6.3E4
90 6.0E4
85 5.7E4
80 1FiI 5.3E4
75 5.0E4
20 85 4.7E4
65 4.3E4
60 4.0E4
55 3.7E4
50 3.3E4
45 3.0E4
450
40 2.7E4
35 2.3E4
30 2.0E4
25 97 1.7E4
20 1.3E4
113
15 1.0E4
10 6.7E3
s 3.3E3
0.0EO
10 40 50 50 0 M/z
O (k)
{le:CRIS1 Ident:2791 Acquared:18-0CT-91 18:28:55 +46:42
wtoSpecQ EI+ Function:Magnet BpI:89655 TIC:616360
File Text:AMOS
100 71 9.0E4
8.5E4
8.1E4
7.6E4
1Fil 7.2E4
6.7E4
85
6.3E4
5.B8E4
5.4E4
55 4.9E4
50 4.5E4
45 464 c HGE 4.0E4
33
40 3.6E4
35 3.1E4
30 2.7E4
25 2.2E4
20 a 1.8E4
15 127 1.3E4
)
10 155‘353 211183253 2 9-083
(53] 21295 375
5 323 3!1,“365 7393 \co1m_"ﬂ5 4.5E3
0 0.0EO
10 0 50 50 6 M/Z

4
Oé, Espeoctro de mesw-as do tritrisacontano.




File:CR181 Ident:2I29 Acquired:18-0CT-91 18:28:55 #35:37 - .
AutaSpecQ EI+ Function:Magnet BpI:2764507 TIC:12118047
File Text:AMOS

100 69

2.BE6
95 2.6E6
90 2.5E6
85 2.3E6
80 1Fil 2.2E6
75 2.1E6
70 1.9E6
65 1.8E6
60 1.7E6
55 4 1.5E6
50 1.4E6
45 1.2E6
40 1.1E6
35 9.7E5
30 8.3E5
25 137 6.9ES
20 5.5E5
15 95 4.1ES
o
10 - 149 wo CoPeo 2.8ES
5 1.4E5
0.0EO
30 40 50 50 60 M/z
Espectro 07. Espectro de massas do esqualeno.
Isohopenolactona [14Fi(I)] As fracoes 132-14, eluidas em

hexano/acetato de etila 3%, foram recromatografadas em coluna de qgel
de silica, resultando num material cristalino que deu reagdo positiva
com o reagente de Liebermann-Burchard e que se mostrou impuro em
cromatografia em camada delgada. Cromatografia com fase gasosa
(Cromatograma 032, p&g. 42) revelou gue a impureza estava em quantidade
bastante inferior em relacdo ao componente majoritario. 0 estudo dos

dados espectrais sugeriu a estrutura:

14Fi(I)

RY-)



(1 espectro de massas (Espectro 08, pag. 42) mostra um sinal com
m/z 478 relativo ao ion molecular, compativel com a formula molecular
CzoHge02,., que redne um numero de 8 insaturactes. 0 sinal base m/z 189
corresponde a um fragmento tipico dos esqueletos lupano ou hopano com
substituinte isopropenila e nenhum outro substituinte nos anéis

B = F.rowTd

A eliminacdo do fragmento neutro de massa 44 pode ser
explicada pela perda de COn. Todos esses dados sao concordantes com a

estrutura proposta.

0 espectro na regido do infravermelho (Espectro 092, p&g. 43)

apresenta sinais principais em 29332 e 2864 cm—l. referentes as
vibracces das ligacoes C-H de grupamentos metila e metilenos
180& cm—l, referente & vibracdo de C=0 de uma B-lactona: um sinal
largm e intenso entre 1200 e 1000 cm_—l pode estar relacionado com a

vibragcdo de deformacdo axial de C-0 acoplada & vibracédo do mesmo tipo
para ligagtes vizinhas C-C-03; 2074, 1644 e 882 cm_l, referentes as
vibractes de C=C e de C-H do grupo vinilideno. Sinais fracos em
H4ET (:m—-1 e em 1725 (:m_—1 parecem ser devido & presenca, COmo impure=za,
de pequena quantidade do acido B-hidroxilado correspondente.

A presenca dos grupos ja& mencionados pode ser evidenciada no
espectro de RMN—lEC (Espectro 10, p&qg. 44) como mostra a Tabela 07
(p&g. 29) : 8 175,6 *C=0; 77,4 *CHO-; 109,35 *C=CHo; 148,1 *C=CH-o. Das
oito insaturacotes calculadas para a estrutura proposta trés podem ser
alocadas para o grupo carbonila., para o anel B-lactthnico e para o
grupo vinilideénico. As insaturacoes restantes correspondem aonos aneis

do esqueleto triterpenoidico pentaciclico. 0O pequeno sinal em 184 ppm

pode ser devido & presenca de um grupo carboxila na impure:za.



0O espectro de RMN—lH (Espectro 11, p&g 45) revela a presenca de
cinco grupos metilicos terciarios: § 0,69 (d. J 1Hz): 0,923 0,.98;
1,05; 1,48 e um grupo isopropenila: § 1,69 (s, largo): 4,67 (m):
4,69 (m),

A caracterizacédo do tipo de esqueleto triterpenoidico de 14Fi(1)
pode ser obtida por comparacao entre os sinais referentes aos seus
hidrogeénios metilicos e os das substa&ncias modelo: 22(29)-isohopeno

(1) e 22(29)-hopeno (2) (Tabela 0&, pag. 38).9£

[ e \
' H-METILICO 14Fi(I) (1) (2) ;
b e — — A o e —————— 1
. H-23 ‘ 1,48 0,84 0.84
: H-24 ' - 0,79 0,79 !
! H-25 0,97 0,82 0,82
' H-26 ] 1,05 0,99 0,95 |
: H-27 t 0,98 0,98 0,96
: H-28 L 0,69% 0,68% 0,73
: H-29 ¢ 4,67 4,67 4,78 ¢
' H-30 : 1,68 1,67% 1,75 ¢
e /

Tabela 06. Deslocamentos quimicos dos espectros de RMN—lH

da isohopenolactona 14Fi(I) e das substancias
modelo 22(Z29)-isohopeno (1) e 22(29)-hopeno (2).

(1) (2)

-
~!



tlsses dados sugerem que 14Fi(I) seja um triterpeno pentaciclico
da série do isohopano com um grupamento B-lacttnico. Esse fato foi
confirmado por comparacédo dos espectros de RMN—lH e de 13C de 14Fi(I)
com os espectros correspondentes das substancias: 22(29)-isohopeno

2 = o .
9“’94, lupeolactona (3)9' e moretenona (4)9 (Tabelas 07-08. p&gs.

(1)
29-40). An&lise fitoquimica comparada possibilitou indicar concomi-—
tantemente o posicionamento do grupo B-lactonico na estrutura e alocar

os sinals dos espectros de RMN—le e de RMN—lH para os Aatomos de

carbono e de hidrog&énio da substa&mncia 14Fi(I).

2 \
| | SUBSTANCIA | | SUBSTANCIA :
! CARBONO |-——————————————— o —— | CARBONO | —————————— !
i i 14Fi(I) (3) (1) | » 14Fi(I) (3) (1)
e i ___ o L e !
 C-1 y o 36.7 36.8 40.4 , C-16 | 20.8 35.6 21.0 |
[ - ____ o L ‘
y C-2 , 23.8 23.7 18.8 { C-17 | £5&3.8 43.0 54.0 |
o L ___ Lo~ A '
, C-3 o 77.4 77.3 42.2 | C-18 | 44.1 48.0 44.3 |
[ L __ 1 A __ !
cC-4 v 55.4 55.4 33.3 | C-19 40.1 48.2 40.3 |
[ L L ____ (
, C-5 52.6 52.7 6.2  C-20 | 27.5 150.7 27.4 |
e L 1 o !
, C-6 y 19.6 19.4 18.8 , C-21 | 47.9 29.8 48.0
e __ L 1o L __ !
! ] [ [ )
Cc-7 , 32.6 33.7 33.4 1 C-22 | 148.1 40.0 148.3 |
________ o ____
Cc-8 , 41.8 40.9 42.3 | C-23 | 22.9 22.8 33.5 |
________ e
c-9 ,  47.9 47.9 50.5 | C-24 | 175.6 175.5 21.7 |
________ L
C-10 | 35.6 35.6 37.5 1 C-25 | 12.6 12.7 16.0 |
________ L\
p C-11 | 21.3 21.1 21.0 } C-26 | 16.6 16.1 16.7
[ e e Lo
v C-12 | 23.8 25.1 24.1 | C-27 | 16.9 14.4 16.9
e L. o e
y C-13 | 48.5 37.9 48.8 | C-28 | 15.0 18.0 156.2
Ve e I L
| ] [} [
' C-14 | 42.4 43.0 42.0 } C-29 | 109.5 109.3 109.5
........ 8
C-15 32.5 27.3 32.7 , C-30 | 19.2 19.2 19.7 |
N m—————_——— /

Tabela 07. Dados de RMN—1&C para 14Fi(l) e para as substancias
modelo 22(29)-isohopeno (1) e lupeolactona (3).



@]
(3) (4)

S —————— ettt \

v H-METILICO 14Fi(I) (1) (3) (4)

1 e et e e oo o e o e e oee 00 oo A e e e e e e e et e e e e e et e e et ot e e o 00 o000 to000 to0we
H-23 ©.84 1,08
H-24 0.79 1,03
H-25 0,92 0,82 0,92 0,93
H-26 1,08 0,95 1.08 1,02
H-27 0,98 0,98 0,97 0,95
H-28 0,69% 0.68% 0,78 0.69%
H-29 4,67 4,67 4,58 4,68

4,69 4,67 4,70 4,70

H-30 1,69 1,67 1,68 1,68

= /

Tabela 08. Deslocamentos quimicos dos espectros de RMN—lH
da 14Fi(l) e das substancias modelo 22(29)-iso-
hopeno (1. lupeolactona (3) e moretenona (4).

Observa—-se assim que os deslocamentos dos sinais de 14Fi(I) e 3
sdo muito semelhantes exceto para os &tomos de carbono dos anéis D e
E. Os deslocamentos gquimicos relativos aos &tomos de carbono dos anéis
D e E mostram—-se. entretanto, semelhantes aos observados para as
subst&ncias 1 e 4. 0 sinal em 175%,6 ppm relativo ao &tomo de carbono

cda carbonila aparece no espectro de 14Fi(I) substituindo o sinal da



metila em C-24 no espectro de F\'MN—lH. A andlise da Tabela 08 (p&g. 40)
também evidencia um efeito de desprotecdo sobre o grupo metila 232 no

espectro de resson&ncia magnética de hidrog&nio, passando de 1,08 em

4 para 1,48 em 14Fi(I). -l+ 'CHa

f S ren/z 423

+ e
7
b

r~/z 189

c/z 203

V. CH,

/2 244

r/z 243
Esquema 01. Fragmentagao provavel da isohopenolactona

41
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Ak=106.08 T

MIN=0.00 T
408 3308

14 Fi (1)

REF 4000 96.44

3437

2864

1459

1257

1094

882

712

633

463

54.0

24.7

37.1

98.35

28.7

37.5

87.7

88.1

58.3

3074

1806

1378

1227

1054

839

697

604

END 41 PEAKS FOUND

2300

(Daise Lopes)
2000 98.19

72.4

3.3

47.0

58.4

42.9

41.6

93.3

81.3

2000

450
2968

1725

1350

1165

993

810

681

SN

37.9

43.1

3.9

92.6

2933

1644

1335

1129

964

758

665

4

7.4

56.0

69.8

39.8

65.9

91.9

87.4

75.2

2893

1481

1302

1108

913

729

650

526

30.8

61.0

709

72.0

88.7

90.5

74.8

clio

infravermelno
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Simiarenol [[17Fi(I)] - Simples lavagem com hexano foi suficiente
para a purificacdo das fracotes 15-19, eluidas da coluna cromatogr&fi-
ca com hexano/acetato de etila 4% e possibilitou isolar um material
cristalino. que deu reacao positiva com o reagente de Liebermann-—
-Burchard e cujo teor no extrato era aproximadamente 1,6 %Z. A anéalise

dos dados espectrais sugere a estrutura abaixo:

“, [f/

HO

17Fi(I)

0 espectro de massas (Espectro 1Z2.p&a. 51) mostra o sinal com m/=
426 relativo ao ion molecular, que est& de acordo com a féarmula
molecular CzpHs00. reunindo seis insaturacoes.

() espectro de absorcédo na regido do infravermelho (Espectro 13,
pag.51) apresenta sinais principais em Z520 cm—l,l devido ao grupamento
O-H; 2950 e 28%0 <:m-1 referentes &s vibracoes das ligacdes C-H do

esqueleto hidrocarbtnico: 13920 e 1370 cm—l, referentes as deformacgoes

angulares simétricas no plano de grupamentos metila geminais; 835 c:m_1
relativo a C-H de ligacé&o dupla trissubstituida.
An&lise mais detalhada.do espectro de massas indica tratar—-se de

um triterpeno com insaturacdo na posicdo S e nenhuma substituicéao

édicional nos aneis C.D e E. devido a presenca do sinal base m/z 274

46



provavelmente origin&rio de uma reacdo tipo Retro Diels—ﬁlder.qo As
perdas de fragmentos neutros de massa 42 indicam a presenca de um
substituinte isopropila e a perda de 18 unidades de massa, a partir do
ion molecular, sugere a presenca de hidroxila na substa&ncia (Esquema

02, pag. 47).

M* 426
HO

+ onfz 259

Esquema 02. Fragmentacdo provavel do simiarenol.

() espectro de RMN—lH (Espectro 14 , p&qg. 52) mostra oito sinais
em ¢ 3,78 0,83 (d, J 6,0Hz); 0,89 (d., J &,0Hz)Y: 0,89 0,933 1,013

1,05; 1,14 referentes ao deslocamento quimico de hidrogé&nios

metilicos, sendo dois deles desdobrados em dubletos com constantes de

47



@#coplamento de 6Hz. 0 sinal em Z.,48 ppm refere—-se ao hidrogénio
carbinédlico. 0 sinal em 5,56 ppm refere—-se ao hidrogenio vinilico de
uma ligacgéd&o dupla trissubstituida.

1 espectro de RMN—lEC de 17Fi(I) DEFT (Espectro 195, pag. 953)

apresentou 25 sinais que tiveram suas multiciplidades definidas:

CHz CH»o CH
& (ppm) s(ppm) s (ppm)
14,87 17,94 0,65
15,62 19,79 44,10
15,74 D G2 90,11
17.73 27 .64 51,60
21,84 RSP 59,89
22,80 28.86 76,19
23,34 29 .60 121,78
28,995 RANOTEEES
~~~~~ 232G
CgHz24 CoHig C7H7

A sua posterior comparacao com o espectro de RMN—lJC desacoplado

(Espectro 16, pag. 54) permitiu a identificacdo dos seis sinais

relativos aos atomos de carbono tetrassubstituidos:

C
&(ppm)

34,68
8,46
39.17
40,66
42,65
141,85

Cq

CConhecidas as multiplicidades, pode—-se expandir a formula
molecular CzpHgpd para (C)g, (CH)7, (CHz)g, (CHz)g. 0s sinais 121,78

(CH) e 141,85 (C) caracterizam a presenca de ligacé&ao dupla

48



trissubstituida restando cinco insaturacoes que sao alocadas para os
aneis do esqueleto triterpenoidico pentaciclico.

Existem trés tipos de esqueletos de triterpentides pentaciclicos
conhecidos contendo insaturacdo em C-5 gue sao: fernano. oleanano e
lupano.qo A elucidacdo estrutural de 17Fi(l) foi concluida pela
comparacdo dos deslocamentos gquimicos no seu espectro de RMN—lH com as

substancias modelo simiarenol (5)96, hancokinol (6)97 e ozonideo do %

adianeno (7)98 (Tabela 09, p&ag.49).

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e \
) : SUBSTANCIA
I e | I R o o B T :
! 17Fi(1) (3) (6) (7)
b e e e e e e e, e e e e e e e e e e e e S o o o et ot S S S St S S e et St S o o s s e [}
H—2% 1,09 1,04 1,04 0,95
H--24 1,14 1,14 1,13 1,18
H~-25 0,89 0©.89 0,90 0,95
H-26 1,01 1,01 0,80 1,01
H-27 0,97 0,92 0,88 0,94
H-28 0,78 0,78 0,97 0,80
H-29 0,83% 0,83%xX 0.B7%%X 0,82%
H-Z0 0,89x% 0,89%x% 0, F0%K%% 0.924%
A o o e e e e e e e o o /
X (dy J 6,0 Hz)
X% (d, J 46,5 Hz)
%% (d, J 6,8 Hz)
1

Tabela 09. Deslocamentos gquimicos dos espectros de RMN-"H
do simiarenol 17Fi(I) e das substa&ncias modelo
simiarenol (95), hancokinol {6) e ozonideo do
S-adianeno (7).

Comparacdo dos dados de RMN—lH de 17Fi(I) com as trés substaEncias
modelo foi Gtil para a confirmacao da estrutura proposta. Alem disso,
esse tipo de an&lise permitiu a correlacdo dos deslocamentos quimicos
no espectro de ressonancia magnética de hidrog&nio dos respectivos

grupamentos metilicos.

49



Espectro de COSY C-H (Espectro 17, p&g. S9) fornece a correlacao
entre os deslocamentos quimicos referentes aos &tomos de hidrogé&nio
metilicos e o0s deslocamentos quimicos dos atomos de carbono

correspondentes (Tabela. 10, p&g. S50).

e ———————————— \
\ C-METILICOS ! RMN-1SC  mrMn-1H @ c-mETILICO ! RMN-13C  RMN-1H |
b e —————— A e e e e —————— e e s '
: C-23 1 28,95 1,05 ! C-27 ' 14,87 0,93
: C-24 r 25,74 1,14 ! c-28 : 15,94 0,78
‘ C-25 ! 17.77% 0,89 ! C-29 122,80 0,83 !
' C-26 115,62 0,78 ¢ C-Z0 P 21,84% 0,89
N ————————————————————— - /

Xdados sujeitos & confirmacéo.

Tabela 10. Dados de C0OSY C-H do simiarenol 17Fi(I).
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Sitosterol e estigmasterol [28Fi(I)] - As fragoes 27-29, eluidas
em hexano/acetato de etila 15%. foram recromatografadas em coluna de
gel de silica. Obteve-se um material cristalino que deu reagao
positiva com vanilina sulfirica, parecendo estar puro em cromatografia

em camada delgada. A andlise dos dados espectrais sugeriu:

HO 2eFi(1) HO

0O espectro de massas apresentou sinais relativos aos ions
moleculares com m/=z 414 e com m/z 412, indicando tratar—-se de uma
mistura de esterbtis do tipo estigmastano, comumente identificados em
diversas espécies do qgénero FIlicus. A comparacdo com espectros de
subst&ncias padrao caracterizou a amostra como mistura de sitosterol
e estigmasterol, com a presenca majoritaria do primeiro esterol

(Espectro 18, paqg. 56).89

100,
! »

%0
1
0
7 s 1o
€0
6
50
40 Fo -
213
2
e

1 L * -

° ! L [ ‘lJuleJ'

0 50 10 1%0 200 30 300 400 500

Erspectro 18. Espectro de massas da mistura sitosterol e
estigmasterol isoladas de F. Insipida.



Psoraleno [76Fi(I)] - Das fragtes 36-38, eluidas em coluna
cromatografica com hexano/acetato de etila a 90%, foi isolado um
material cristalino. Na analise cromatogr&fica em camada delgada se
mostrou muito fluorescente quando revelado com radiacd&o ultravioleta a
254 nm. Esse material apresentava como impureza uma grande quantidade
de clorofila.

A i1intensificacdo da fluoresceéncia quando tratado com solucao de
KOH a 5% em metanol e o odor caracteristico de cumarina, direcionou a
purificacao do material por sublimacao a pressao reduzida.
Faralelamente, esse material foi tratado com carvao ativado como uma
alternativa de purificacéo. 0O material recolhido do carvédo ativado por
extracdo com hexano/acetato de etila 9% foi entdo separado por
cromatografia preparativa em camada delgada de qgel de silica
(hexano/acetato de etila 350%).

0 estudo dos dados espectrais sugeriu a seguinte estrutura:

Z6F1(I)

0 sinal de relacdo massa/carga 1846 no espectro de massas
corresponde ao ifon molecular gue & plenamente concordante com a
formula molecular Cj11HgO0x. A comparacdo do espectro de massas e do
espectro na regido do ultravioleta (Espectros 19-20, pag. 59) com
dados semelhantes para outras cumarinas isoladas do geénero Fi::u-.:zlq"99

indicou tratar—-se do psoraleno (Esguema 0%, p&ag. 98).
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Espectro 19. Espectro de massas do psoraleno.
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Fitoguimica de £. guvanensis

Fara o estudo fitoquimico da fracé&o volatil dessa espécie. foram
obtidos o©Oleos essencials de flores masculinas, de folhas e da casca
dos ramos que forneceram misturas de mono— e sesquiterpendides,
fenilpropantides e hidrocarbonetos alifaticos.

A andlise de polifenbdis fol realizada nos extratos hidroalcodli-
cos de folhas, da casca dos ramos, dos ramos e de sementes de onde se
detectou a presenca predominante de proantocianidinas {(taninos
condensados) .

A pesquisa fitoquimica do extrato hex&nico de folhas forneceu um
triterpendtide pentaciclico (friedelano) e dois estertis (sitosterol e
eshigmasteral}.

A ocorreéncia de cumarinas em taxa afins a Pourouma orientou a
analise dos extratos de folhas em hexano, em diclorometano, em acetato
de etila e em metanol por cromatografia em camada delgada de gel de
silica. Verificou-se, pOreém., pequena diversidade de substancias

fluorescentes nesses extratos.

rFl
Oleg Essencial de 2. guyanensis

A andlise de misturas volateis s&o feitas atualmente com bastante
rapidez e eficiéncia, utilizando cromatografia com fase gasosa
acoplada & espectrometria de massas (CG/EM). Na elucidacido dos
constituintes dessas misturas. & consulta a uwuma biblioteca de
espectros de massas em computador & um meétodo largamente utilizado e
consiste em comparar os espectros de subst&ncias padrdo com a

) . i 100
substancia desconhecida.
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A identificaca&ao inequivoca dessas subst&ncias, porém, precisa ser
complementada por outros critérios de identificacéao tais como:
. . . ) 1 13
espectroscopia na regido do infravermelho, RMN-"H e de -C. Uma das
opcoes malis promissoras consistena comparacédo dos indices de kKovats
como parametro de selecao. Isso & de grande releva8ncia na analise de
mono— e de sesquiterpentides que frequentemente mostram espectros de
massas semelhantes, diferindo muitas vezes somente em alguns aspectos

o}
quantitativos.l'1

0 estudo do 6leo essencial de P. guyanensis foi motivado pelo
forte odor desprendido de va&rias partes da planta. A pesquisa desses
constituintes limitou-se a analise por cromatografia com fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Os espectros obtidos
foram comparados aos contidos em banco de dados e em cat&logos
i ) 89,102,105
especializados. :

As an&lises cromatogr&ficas das fracoes vol&ateis provenientes de

flores masculinas, de folhas e da casca do tronco indicaram tratar-se

de misturas bastante complexas que continham mono— e
sesquiterpentides, derivados fenilpropanoidicos e hidrocarbonetos
alifaticos. As substancias identificadas nao tiveram sua

estereoquimica determinada devido as limitacoes da técnica utilizada

Fragcao monoterpenoidica - Monoterpenos detectados na mistura
obtida de folhas constam de: linalol (Espectro 2%3. p&g. 66) e seus
derivados mais oxigenados de peso molecular 170, 6xido de 1linalol

e S-hidroxi-2,6,6-trimetil-2-viniltetraidropirano (Espectros 21-25,
pags. 65-67). Essas subst&ncias apareceram em suas formas isoméricas

cis—trans (Figura 10, p&g. 62).
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HO

S—hidroxi—z,é,é—trimeti1—

xido de 1linalol linalol 2-viniltetraidropirano

Figura 10. Derivados monoterpenoidicos identificados no 6leo

essencial de folhas de P. guyanensIis.

Fracao sesquiterpenoidica - Duas séries isoméricas de peso mole-
cular 204 e 222 foram identificadas. 0O 60leo essencial extraido de fo-
lhas mostrou maior riqueza em sesquiterpentides, apresentando as duas
séries isomeéricas. A serie de peso molecular 204 & constituida dos hi-
drocarbonetos sesquiterpenoidicos n&o saturados: aromadendreno, B-ele-

meno, a—-cedreno., B-bergamopteno e cariofileno (Figura 11 pag. 62).

a—-cedr - : :
eno B-bergamoptenc aromadendreno cariofileno B—elemeno

Figura 11. Derivados sesquiterpenoidicos identificados no
0leo essencial de P. guyanensis
Sesquiterpendides dos tipos amorfano. cadinano., bulgarano ou
eremofileno ou valenceno; eudesmano ou selinano foram
detectados em folhas., porém., as diferencas nos fragmentos eram téao

sutis que ndo permitiram a identificacao inequivoca dessas



HO

H,O /1\
— — L

OH {
Figura 12. Tipos sesquiterpenoidicos detectados no 6leo
essencial de folhas de P. guyanensis,

/

Os sesquiterpendides caracterizam—se principalmente pela presenca
de ions pares em eléetrons na regido do espectro correspondente aos
fragmentos de menor massa. 0Os sinais detectados possuem m/z=: a5.
&67-69, 79-81, 91-9=%, 105-107, 119-121, 123, 147, 161, 175, 189 e 204,
Esses tipos estruturais puderam ser caracterizados devido as
diferencas nas intensidades relativas de cada sinal e a presenca ou a
.auséncia desses sinais (Tabela 11, p&ag. 64).

Dentre as substancias n&do ddentificadas destacou—-se uma de peso
molecular 218 encontrada em todas as partes vegetais examinadas. Os
sinais com m/z 107, 119, 1Z7., 161 e 175 sugerem tratar—-se de um
sesquiterpenbide e a presenca dos sinais com m/z 77 e 21 indicam a
possibilidade de um nlcleo arom&tico em sua estrutura. No 6leo
essencial de flores, essa substancia, juntamente com os dois outros
sesquiterpentides n&do identificados da série isomérica 204, & o

constituinte principal da mistura.

Derivados fenilpropanoidicos - 0 6leo essencial da casca do tron-—

co mostrouw como  constituintes principais etilbenzeno, tolueno e

salicilato de metila (Figura 1%, pag. 64). Essa Gltima subst&ncia foi



(m/z)

119 CoHy1q
121 CoHiz

Tabela 11. Fraamentos detectados nos espectros de massa das
subst&ncias identificadas no 6leo essencial de
P. guyanensi=.

0o Unico derivado fenilpropanoidico detectado na fracd&o volatil de

folhas e &, provavelmente., a tesponsavel pelo odor peculiar exalado

por P. guyanensilis (Espectros 26 e 39, p&as. 68 e 73)

Figura 1Z%. Derivados fenilpropanoidicos identificados no
6leo essencial da casca do tronco e de folhas
de P. guyanensis.

Hidrocarbonetos alifaticos - 0 0leo essencial de flores mostrou
conter uma grande quantidade de hidrocarbonetos alif&ticos. Foram
identificados pentacosano., hexacosano, heptacosano e nonaconano. 0Os

seus espectros apresentam a série homologa de fraamentos com m/=z §7.
8%, CqhH?R+1+» separados por 14 u.m.a., como sinais principais do

espectro.
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A TeTRIT FI-2831 Xcq:725-MAR-T1992 T7:03:31 Septum El+ Magnet AutoSpecQ
TIC (+RP) Exp:DEFAULT
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65 6.5E7
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.35 3.5E7
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20 [ 564 2.0E7
15 435 1.5E7
10 1.0E7
5 5.0E6
1484 1727 1925 0.0EO

20 1600 1800 2000 2200 2400 2600 SCAN

Cromatograma ©4. Resultado da separacé&o cromatografica (CG) do oleo
do 6leo essencial de folhas de P. guyanensis.

1n TOOPPM Acq:25-MAR-I99Z T17:04:31 +6:38 -
BpM:59 BpI:502784 TIC:2415517
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Espectro 21. Espectro de massas do Oxido de linalol (I).
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Fspectro 22. Espectro de massas do 6xido de linalol (II).
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90 1.7E6

1.6E6
80 1.5E6
1.4E6
70 1.3E6
65 59 94 1.2E6
60 1.1E6
55 1.0E6
50 9.2E5
45 8.3E5
40 7.4E5
35 6.5E5
30 5.5ES
25 4.6E5
20 3.7E5
15 2.8E5
79
10 1.8E5
5 9.2E4
[ T TR S U O e —————— f0.0E0
50 (i 30 30 40 M/2|
Elspectro 24. Espectro de massas do S—-hidroxi-2,6,6-trime-
File:CRIS Tdent:SEE-552 Wik 10fEPN Ay iz imn-novs T RRAT NG, (12- ——
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Espectro 25. Espectro de massas do 9-hidroxi-2,6,6-trime-
til-2-viniltetraidropirano (II).

67



File:CRI1S Ident:573-587 W~

92 17:04:3T +#10:13 —

g TOOPPE Xcq:25-MAR-19
AutoSpecQ EI+ Magnet BpM:120 BpI:3518464 TIC:11624355

100
95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

5

A

Pw
* 95
90

10

92

10

152

10

Espectro 26.
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Espectro 27.
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Espectro de massas do B-elemeno.
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Espectro 28. Espectro de massas do B-bergamopteno.
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Espectro 29. Espectro de massas do sesquiterpentide bici-

clico I

(is®mero eudesmano/selinano).
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Espectro 0. Espectro de massas do aromadendreno.
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Espectro Z1. Espectro de massas do sesquiterpentide bici-
clico II (isthmero eremofilano/valencano).
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Espectro 2. Espectro de massas do sesquiterpentide bici-
clico III (isthmero amorfano/cadinano/muuro-

lano/bulgarano).
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Espectro ZZ. Espectro de massas do sesquiterpen®ide bici-
clico IV (isBmero amorfano/cadinano/muurola-—
no/bulgarano).
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Espectro Z4. Espectro de massas do sesquiterpentide bici-

clico V (istmero eudesmanao/selinano).
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Espectro Z5. Espectro de massas do sesquiterpendide bici-
clico VI (istmero amorfano/cadinano/muurola-
no/bulgarano).
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Espectro %6. Espectro de massas de um sesquiterpencdide I
(ndo identificado) isolado do 6leo essencial
de folhas de P. guyanensi=x.
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Cromatograma 05. Resultado da separacéao cromatogr&afica do o6leo
essencial de P. guyanenslxz.
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Espectro Z7. Espectro de massas do tolueno.
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Espectro 28. Espectro de massas do etilbenzeno.
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50 5.1E4
45 92 152 4.6E4
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30 3.1E4
25 2.6E4
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15 65 1.5E4
10 . 1.0E4
S 5.1E3

0.0EO
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Espectro Z9. Espectro de massas do salicilato de metila,
isolado do 6leo essencial de casca do tron-
co de P. guyanensis.
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Espectro 40. Espectro de massas do cariofileno.
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utoSpecQ EI+ Magnet BpM:150 BpI:27552 TIC:282946
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Espectro 41. Espectro de massas de um sesquiterpendide 1
(ndo identificado) isolado do &leo essencial
da casca do tronco de P. guvanensIis.
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Cromatograma 06. Resultado da separacao cromatogré&afica do oleo
essencial de flores de P. guyanensis.
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11e:CRICG Tdent:1593 Rcq:T4-JAN-T19592 T13:35:30 +18:35
gutoSpecQ EI+ Magnet Bpl:4499389 TIC:15972130
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60 2.7E6
55 2.5E6
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20 9.0ES
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EEspectro 44. Espectro de massas de um sesquiterpendide III
(ndo identificado) isolado do ©leo essencial
de flores de P. guyanensis.
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Espectro 4%5. Espectro de massas de um sesquiterpentide 1
(ndo identificado) isolado do dleo essencial

de flores de P. guyanensis.



en : 4 Keq:T31-JAN-19592 T13:35:30 +30:46
Magnet BpI:2870050 TIC:16427930
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45 85 1.3E6
40 1.1E6
35 1.0E6
30 8.6E5
25 7.2E5
20 5.7ES
15 99 4.3E5
10 2.9ES
: 0-0n
30 30 40 40 50 M/z
Espectro 46. Espectro de massas do pentacosano.
file:CRICG Ident:3733 Acq:1d-JAN-1992 T13:35:30 +33:58
AutoSpecQ EI+ Magnet Bpl:1148681 TIC:8572642
l100 1.1E6
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90 1.0E6
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80 9.2ES
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30 3.4E5
25 2.985
20 2.3E5
15 7 1.7E5
10 113 1.1E5
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0.0E0
30 30 40 0 M/z

Espectro 47. Espectro de massas do hesxacosano.
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JAutoSpecQ EI+ Magnet Bpl:3138267 TIC:18271420

100 57 3.1E6
95 3.0E6
90 2.BE6
85 2.7E6
80 2.5E6
75 2.4E6
70 2.2E6
65 2.0E6

7n
60 1.9E6
55 1.7E6
50 1.6E6
45 6s 1.4E6
40 1.3E6
35 1.1E6
30 9.4E5
25 7.8ES
20 6.3E5
15 4.7E5
10 3.1E5
5 281 309 4 1.6E5
0.0E0
30 3 50 M/
Espectro 48. Espectro de massas do heptacosano.
1 e: en : 337 Acq:14-JAN-1992 13:35:30 +51:02
utoSpecQ EI+ Magnet BpI:1118295 TIC:8720436
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Espectro 49. Espectro de massas do nonacosano.
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Folifenbis de P. guyanensis— For meio da pesqguisa de polifenodis
realizada em folhas, casca dos ramos, ramos e sementes fol detectada a
presenca de proantocianidinas. A identificacdo fundamentou-se na
hidrolise dos extratos hidroalco6licos em solucdo de n—butanol/HC1 5%
acompanhada de analise espectroscOpica na regiao UV/visivel (Espectros

p&ginas 81-82). 0 aparecimento do sinal em 549 nm sugere a
formacdo das unidades antocianidinicas correspondentes. Alem disso,
foi observado em todos os extratos o aparecimento do sinal cujo maximo
ocorria a 549 nm, sugerindo gue todos os extratos apresentavam o mesmo

tipo proantocianidina.
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Espectro 90. Espectro na regido do UV/Visivel do extrato hidro-
alcoblico de folhas de P. guyanensis.
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Espectro S1. Espectro na regiao do UV/Visivel do extrato hidro-
alco6lico hidrolisado (1 %Z HCl/butanol) de folhas
de P. guyanensIs.
A analise quantitativa dos fenbis totais de P. guyanenslis
mostrou maior concentracdao na casca de ramos. Essa parte da planta

exibiu um teor mais elevado de proantocianidinas na sua COmMpoOsig&o

polifentlica (Grafico 01, pé&a. 82).

TANINOS CONDENSADOS FENOIS TOTAIS
15 14,7 13,4 140
10
29
fl cr ra ct fl cr ra ct

Grafico 0Ol1. Teor de polifenbis em P. guyvanensis



A acao antioxidante desses polifendis vem sendo relacionada ao
blogueio de passos biossintéticos da via do &cido chiquimico. Esses
passos reacionais sao em sua maioria de natureza oxidativa e levam
aos metabblitos especiais caracteristicos do taxon. Esse fato em
alguns grupos vegetais, principalmente aqueles localizados na diagonal
tanifera do Diagrama de Dahlgren, pode estar relacionado com a sua

. . . 106
menor diversidade micromolecular.

Friedelina [Z3Fg(III)] As fracoes IE-3Z4, eluidas em
hexano/acetato de etila 54. foram purificadas por simples lavagem com
éter de petrdleo. Obteve-se um material cristalino que deu reacgéao
positiva com vanilina sulfdrica. A an&lise dos dados espectrais

sugeriu a estrutura:

33Fg(III)

0 espectro de massas (Espectro 32, p&g. 87) mostra um sinal
relativo ao ifon molecular com m/z 426 que est& de acordo com a foérmula
molecular CzoHg00. 0O sinal base com m/z 273 corresponde a um fragmento
tipico do esqueleto de friedelanos saturados. 0 sinal com m/= 2035
origina-se de uma das principais reacdes desses derivados do

107

friedelano (Esquema 04, p&a 86). An&lise comparativa do espectro de

33Fg(I1l) com o da friedelina sugere Que possuam a mesma estrutura.e9



(J espectro de RMN—lH (Espectro 9%, p&g. 81) apresentou sinais
intensos com integracao para 21 atomos de hidrogeénio. Os sinais podem
serr alocados para sete metilas ligadas a carbono guaternario spE em
0,72 (ZH)3 0,86 (ZH)3 0,926 (ZH); 0,99 (6H): 1,06 (ZH) e 1,19 (ZH). 0O
sinal emd ©,88 (TH) apresenta-se desdobrado em um dubleto de J 6,7 H=z
e corresponde & metila em Cpz. 0 sinal em § 2,24 (1H) correspondente
ao hidrogénio em Cg apresenta-se desdobrado em um guateto de J 6.7 Hz,
¢ gque caracteriza um sistema de quatro nucleos acoplados Tal
informacdo concorda plenamente com a estrutura proposta.

No espectro desacoplado de RMN*lEC (Espectro 954, p&g. 89)
encontram—se assinalados 30 sinais correspondentes a uma substé&ncia de
natureza triterpenoidica. 0 sinal em 217 ppm caracteriza de maneira
inegquivoca a presenca de um grupo carbonila em anel de seis membros.
Os sinais relativos aos seis &tomos de carbono gquatern&rios podem ser
confirmados por simples an&lise do espectro. uma vez que, devido aos
maiores tempos de relaxamento desses nlcleos, 0s sinais aparecem com
pequena intensidade

Fela tecnica AFT (Espectro p&g. 90) as multiplicidades dos

sinais puderam ser determinadas:

CHz CHo CH [
s (ppm) 8 (ppm) & (ppm) s (ppm)
6,7 18,1 42,7 28,0
14,5 95,0 29.9
17,8 58,1 37,7
18,6 2.3 599.4 28,2
20,1 79,6
I 0,2 42,0
32,0 5,5 '
4,9 35,9
9,1
41,2
41 .4
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onhecidas as multiplicidades, pode—-se expandir a formula
molecular CigHgg0 para C=0, (CHzig, (CHMolqq. (CH)g & (Llg. Nesse
momento e possivel caracterizar um esqueleto triterpenoidico,.

pentaciclico e saturado. A elucidacao dessa substancia foi confirmsda

pela comparacdo dos sinais no espectro de RMN—lbc para ZZFg(IIl) e
. . 108 §
para friedelina (Tabela 12, pag. 85).
] D D D D ) 0 ) D o o 0 D D S D s \
0 : SUBSTANCIA ' ] SUBSTANCIA ]
A R B ) N () B e e e e e e e i CARBONO {—\——————————————— ]
' v 33Pg(III) 8 ; v 33Pg(III) 8 :
T T T T e e e H
0 c-1 : 222 22,4 ' C=il& ¢ i 6,0
| S +t-— T t——— '
! c-2 : 41,4 41,5 : c-17 | 29,9 0,00 !
P Tt T +t-—— .
0 C-3 0 BilE T 21F,0 : c-18 ! 42,7 42,9 |
o tmm————————————— e e Tt T e i
g C-4 g 98,1 57.9 y c-19 35,5 D7 g
| T —— Tt T - :
' C-5 2 42,0 42,1 : c-20 28,1 28,2 |
T ——————— P e e e e e e L I H
I C-6 ! 41,2 41,3 ; c-21 | I2,7 32,8 |
H e Tt e T 1
f c-7 0 18,1 18,2 i c-22 | 39,1 9.2
e e T T e ;
0 c-8 ! 93,0 i 4 y c-23 6.7 6,7
T —— e tm————— e i
: c-9 ' T oo Z7.9 H cC-24 | 14,5 14,6 |
| - tm————— te—————— 5
: cC-10 D 99.4 99.6 : c-25 | 17.8 iv.? |
| T e L ettt T ettt H
' Cc-11 ' 39,2 5,4 : cC-26 ; 20,1 20,2
§ o Tt e e e e ————— Tt H
' c-12 ' I0,4 O o S : c-27 | 18,6 18,6 |
R e T o q
: C-13 , 8,2 8,4 i c-28 252 - () 1,8 |
S e t R R e ;
! C-14 ' 39.6 9.7 : c-29 . 4,9 5,0
| S e ety +t——— ]
0 C-15 i D2, 3 HD T c c-30 | 1.7 22.1
A e e e e e e e e e e e e e = /

Tabela 12. Dados de RMN~1&C para ZIZFg(III) e a substé&ncia
modelo friedelina (8).
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Esquema 04. Fragmetacgdo provével da friedelina.
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File: CRISI
Creation Date: 21-5-1991 Time:
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Espectro de massas da Friedelina.
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Sitosterol e estigmasterol [ SOFg(III)] As fracoes 49-50,
eluidas em hexano/acetato de etila 104, foram purificadas por simples
lavagem com hexano e deram reacdo positiva com vanilina sulfdrica. 0O
conjunto dos dados de ponto de fus&o, RMN-lH e espectrometria de mas-—

sas desse material sugeriu a presenca da mistura:

HO HO
SOFg(III)
0 espectro de massas (Espectro 96, péag. 22) apresenta sinails

referentes aos ions moleculares com m/z 414 e 412, de acordo com as
formulas moleculares CogHs=z0 e CogoHs10. A an&lise do espectro de

(Espectro &7, p&g. 23) 1indicou a presenca de sels sinais
referentes aos hidrogénios metilicos. trés dos qualis encontravam—se
desdobrados em dubletes a 0,81; 0,8% e 0,92 ppm. A presenca de um
multipleto a Z,52 ppm sugeriu a presenca de um hidrogenio carbindlico.
0O sinal em 5,25 ppm indiccu a presenca de ligacdo dupla trissubstitu-
dda e os sinais em 5,15 e 5,02 ppm encontravam—se desdobrados em duplo
dubletos sugerindo uma ligacdo dupla dissubstituida. A comparacao os
dados de RMN—lH de SOFg(III) com os de subst&ncias modelo, sitosterol

! 89,109
e estigmasterol, mostraram—-se plenamente concordantes. !

Além
disso, devido a presenca dos sinais de intensidade fraca em 5,195 e

5.02 ppm pode-se observar que o estigmasterol se encontrava em menor

proporgcé&o na mistura.
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71 Acqg: 6-NOV-T1991 10:47:23 +15:48
utoSpocQ El+ Hagnet Bpl:277204 TIC:4525873
ile Text:amos
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| 1219 )] £5.
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i A | 71 199 23 E
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Espectro S56. Espectro de massas da mistura sitosterol e
estigmasterol isolada de P. guyanensis
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PARTE EXPERIMENTAL

Material e Meétodos

(s pontos de fusédo (p.f.) foram determinados em aparelho de
kofler com microscopio e nao foram corrigidos.

Os espectros de massas de baixa resolucao foram obtidos no
wspectrttmetro V6 AUTOSFEC utilizando feixe de fons de 70 eV.

Os cromatogramas foram obtidos em cromatografo com fase gasosa
do tipo HF 5890 SERIE II, utilizando-se em todas an&lises coluna 0V-
101, 25m, temperatura do injetor 280 °C, programacao da temperatura
40-240 °C, 4 °C/min., vazdo do gé&s de arraste (He) 1ml/min. A injecéao
de amostra foi do tipo "split" numa razé&o de 1:50.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos
em espectrometros FERKIN-ELMER, modelos 137 e 783% de feixe duplo.
usando pastilhas comprimidas de kKBr anidro, ou filmes em ceélulas de
NaCl. Os valores para as absorcoes foram medidos em unidade de numero

e ondas (cm_l) e os espectros foram calibrados com filme de

poliestireno utilizando os sinais em 3027, 1601 e 1028 c:m—1
Os espectros na regido do ultravioleta foram obtidos em aparelho
do tipo BECKMAN DU-6., em solventes com grau de pureza espectroscbpica.
Os espectros de ressonancia magneética nuclear de 1H (200 MHz) e
(50 MH=z) foram obtidos em aparelho VARIAN GEMINI 200, em
solventes deuterados. usando TMS como padrido interno. A multiplicidade
cdjos sinais foli obtida utilizando as tecnicas DEFT e AFT.

As separacoes cromatogra&ficas foram efetuadas sobre gel de silica

do tipo ASTH (70-230 mesh) para coluna e do tipo G para camada fina e

4



spbre papel do tipo Whatman No.l. A visualizacg&o das substi&ncias foi
feita utilizando radiacgéo ultravioleta a 254nm, KOH 3% em metanol,
vapores de iodo, revelador de Liebermann—Burchard, CeS04 2% em A&cido
sulfurico, vanilina 1% em &acido sulfurico e oxalato de anilinio,
seguidos de aquecimento segundo o0 caso.

Os critérios de pureza adotados foram: a observacdao do ponto de
fuséo e a obtencdao de uma mancha nica em cromatografia de camada
delgada, utilizando-se sistemas de eluentes distintos.

A eliminacado dos solventes dos extratos e das fracoes de colunas
cromatograficas foli feita & pressao reduzida em evaporador rotatdrio
RUCHTI .

Os solventes uwtilizados na producéo dos extratos. para as
diferentes técnicas cromatograficas e para a recristalizacéo das
substi#ncias isoladas foram purificados por secagem e por destilacgao.
constando de: eéter de petroleo, hexano, diclorometano, acetato de
etila, metanol e etanol. Outros solventes utilizados foram do grau

F.A. As misturas de solvente foram feitas volume para volume (V/V).

Coleta e Freparo do Material Botanico

As espécies Ficus Insipida Willdenow e Pourouma guyanensis Aublet
foram coletadas e identificadas pelo Frof. Dr. Jorge Fedro Fereira
Carauta. As exsicatas encontram—-se no Herbario Alberto Castellanos

(GUA) . sob os numeros de registro 6300 e &6IZ03,respectivamente.

F. Insipida foli coletado na sede da FEEMA. no Fargue Nacional da
Floresta da Tijuca. Municipio do Rio de Janeiro., RJ. P. guyanensis foi

coletada na encosta da Serra do Mar, no Municipio de Mangaratiba, RJ.



Geparadamente as folhas, as cascas e os ramos foram secos a
sombra e a temperatura ambiente, sendo posteriormente moidos em moinho
de facas e pesados. 0 que resultou em Z40g de folhas., Z00g de ramos e

164g de casca.

Folhas de F. 1insipida (240qg) foram extraidas por maceracao em
‘hexano durante 320 dias com troca de solvente a cada = dias. A
evaporacdao do solvente forneceu 9g de extrato hexa&nico [Fi(I)]. A

seguir as folhas foram extraildas em sequencia com diclorometano, com

acetato de etila e com metanol., fornecendo respectivamente 2g de
Fi(II), 4g de Fi(III) e 15g de Fi(IV). (Esguema 0S5, paag. 26).
Folhas de P. guyanensis (200g) foram extralidas com hexano,

utilizando—se mesma técnica descrita para F. Insiplida. A evaporagao do

F. Insipida
folhas 340g

hexano
extrato hexanico residuo
Fi(I) 9g
extrato em CH2Cl> residuo
Fi(II) 2
AcOEt
[extrato em AcOEt residuo
Fi(III) 4g
MeOH
extrato metanélico residuo

Fi(IV) 15g

EEsquema 05. Extracdo de folhas de Ficus Iinsipida com
solventes de polaridades diferentes.
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solvente forneceu 6g de extrato hex#&#nico [Fg(III)]l. Em seguida as
folhas de F. guyanensis foram submetidas & extracdo com metanocl. o gue

forneceu 11g de extrato metanmtlico [Fg(IV)].

. e R o b e e e B i i Mt N R L AL ALk RS Bl N b EAE HE B P T P AL ey . e . P e Pnt e o Lo e o ke b . e o s o b e okl N T A e oA e

ELUENTE % FRAGCOES FRAGCOES CODIGO
RECOLHIDAS TRABALHADAS

Hesxano/AcOEt 03-06
07-08
09-11
12-13

-
—_

]
'

-
Do)
'

ORI o8 I o
o

m‘

1i2-14 14Fi(I)
o & 14-16
S 17-18
15-19 17Fi (1)
6,0 1LG=2il
20-22 20F1i(I)
10,0 BB=EG
15,0 26-29 BY=2F 28F1i(I)
20,0 TO-32
2550 AE—35 21-36 S6F1(I)
0,0 I6—E8
DSy @ 29-41
40,0 42-45
50,0 46-47
75,0 4849

e T M

o T T b T T ekt Mo i bt [P B S et A g i | | T =TT 1 e TR W ThoTd e T T S W TS T — —— T — T T S T S LAY S Ao A Laas L Mk i ef

AcOEt/MeOH 1,0

k-
1 Cn o ercn Ofoon
WNO ] E) =

Tabela 12Z. Fracionamento do extrato hex&@nico de folhas de
F. Insipida, por cromatografia em coluna de gel
cde silica.
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Fracionamento dos Extratos

Flcus Insiplda

Extrato hexanico - 0 extrato hex&nico de folhas de F. Insipida
(2g9) foi fracionado por cromatografia em coluna de gel de silica
(270qg) , utilizando—-se como eluente gradientes de hexano. acetato
deetila e metanol. As fracodes obtidas foram reunidas em grupos segundo
0o seu comportamento em cromatografia de camada delgada em gel de
silica (Tabela 1%, p&g 927: Cromatograma 07. p&g. 99).

Essas fracoes (Esquema 06, p&g. 29) foram trabalhadas para puri-
ficagdo de seus constituintes o gque resultou no isolamento e identifi-
cacdo das substancias: n—-alcanos Coy7-Czz, esqualeno, isohopenolactona,

simiarenol, sitosterol, estigmasterol e psoraleno.

Extrato Metan6lico - A concentracadao do extrato metandlico de F.
Insipida forneceu grande guantidade de um precipitado amorfo (Zg) de
cor beje, com grande teor de kCl, o qual foi codificado como
1FicIyy. 114

0 residuo seco separado do sal e solubilizado em MeOH/H-0O (Z22)
foi fracionado por particao com solventes de polaridade
crescente  (Esquema 07, pag. 100). Apos as extracdes por particidon, o
material remanescente foi fracionado por cromatografia em coluna de
gel de silica desativada com 10% de &gua destilada (Tabela 14,
pag. 100). Gradientes de polaridade crescente de CHoClo e MeOH foram
empregados como eluente nesse processo. 0 que resultou no isolamento
de uma substa&ncia codificada como 6Fi(IV), identificada como sacarose.

A identificacdo de glicose. frutose e sacarose nas fracoes 5 e 6

foi feita por intermedio de cromatografia em papel com 4 sistemas de
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solventes diferentes: n-butanol/&cido acético/&qua (4:1:9), fase
superior, 18h:; n-butanol/piridina/&agua (6:%:1), misciveis, 18hs; n-
butanol/etanol/&agua (9:1:4), fase superior, 16h;y e acetato de
etila/piridina/ &aqua (8:2:1). 20h. Os padroes utilizados foram xilose,
galactose, arabinose, rhamnose, manose., glicose, frutose e sacarose.
As subst&n—-cias foram reveladas com oxalato de anilinio sob

-

aguecimento em estufa & 100 °C por = min.

extfgzb hexanico
folhas 9g

cc/silica

hexano hexano/ hexano/ hexano/ hexano/
AcOEt 3% AcOEt 4% AcOEt 15% AcDit 25%
hFi(I)] cc/silica lavagem c/ cc/silica cc/silica
hexano l
[14Fi(1ﬂ sublimagao
fL7Ficn)] carvio

(28Fi(1)] ativo
ccd prep.
J6Fi(I)

Esquema 06. Isolamento e purificacdo das substé&ncias contidas no
extrato hexa&nico de folhas de Ficus Insipida.

[L7atd) 1R o) 206() 28Fury 26 G) 34EUG)
Cromatograma 07. Separacao cromatografica do exitrato hex&nico
de folhas de Ficus Insipida.
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extrato metanélico
folhas 15

conc. a pressao reduzida

T
precipitado MeOH/H O°
3g 1Fi(1IV)

AcOEt
n—BuOH
em

extrato em
AcOEt

extrato em
n—BuOH

extrato em
MeOH/H20 (3:2)

Esquema 07. Fracionamento do extrato metantlico de folhas de Ficus
Insipida.

ELUENTE . FRAGOES RECOLHIDAS CODIGO
___________________ A e e e e —— —_— . ——— — — — — — —————————
1
CHoC1lo/MeOH 20: 30 =
4.
_____________________ e o
CHoClo/MeOH Z0:70 S
————————————————————— ! GFi(IV)
CH2Clo/MeOH 20:80 b
____________________ e e e e e e e s e e e e e i e e e o S S G s S G S St Sl S St B S S
MeOH 7

Tabela 14. Fracionamento do extrato MeOH/H-0 de folhas de
F. Insipida, por cromatografia em coluna de
gel de silica desativada com 10%4 de H-20.
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Pourouma guyanenslis

Oleo essencial de Pourouma guyanensis - Flores masculinas, folhas

e cascas foram. separadamente, reduzidas a pequenos fragmentos e
submetidas a arraste com vapor d’agua. com extracao simulté&nea da fase
aquosa com hexano. em aparelho de extragadao liquido/liquido modificado
0 oO6leo obtido foi analisado através de

cromatografia com fase gasosa acoplada & espectrometria de massas e a
identificacdo das substéEncias foli feita por comparacéo dos seus dados
espectroscoOpicos com as informacoes da literatura e da biblioteca de
espectros do espectrometro usado. Os cromatogramas do Oleo essencial
de P. guyanenzisz e o0s espectros de massas correspondentes encontram—se

representados nas paginas 65-80,

A pesquisa de taninos galicos, condensados e fenbis totais em
folhas, cascas dos ramos, ramos e sementes sequiu os procedimentos
descritos Eiate~—:~'5mith110’111 e Selkelllﬂ. Os utilizados
para andlise quantitativa desses polifendis foram catequina e A&cido

galica, submetidos as mesmas condicoes de analise de taninos

condensados e galicos, respectivamente.

Extrato hexanico - 0 extrato hexd&nico de folhas de P. guyanensis
foi fracionado por cromatografia em coluna de gel de silica.
utilizando—-se como eluente hexano, acetato de etila e metanol, em

gradientes de polaridade crfescente. fs fracbes obtidas foram reunidas

em qgrupos segundo o seu comportamento em cromatografia de camada
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Figura 14. Extrator liguido/liguido modificado para obtencao
de bleo essencial.
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delgada em gel de silica (Tabela 15, pag. 103). Essas fracoes foram
trabalhadas para purificacdo de seus constituintes, o gque resultou no

isolamento das subst&ncias: friedelina. sitosterol, estigmasterol.

Extrato metan6lico - Uma aligquota dessa fragdo foi submetida a
hidr&élise &cida com solucao de HCl 14 em metanol, o que indicou a

presenca de proantocianidinas (taninos condensados) .

T e ——m T e —r

ELUENTE Z FRAGGES FRACGES CODIGO
RECOLHIDAS TRABALHADAS
Hexano 100,0 01-10
Hexano/AcOEt 1,0 11-173
1,5 12-16
2.0 17-21
2.9 22-2
203 2E=E
2E- 50 2GFQlIlIl
4,5 DY =ID
=@ Hh = II-34 ZEZPQIIl
&g 3 40-47
7.0 44-47
10,0 48-54 49-50 S0OFQgIIl
15,0 SE-86
20,0 57-60
20,0 61-62
40,0 &H&3-64
50,0 65
AcOEt 100,0 66
AcOEt/MeDH 3,0 &7
6,0 68
8,0 69
10,0 70
20,0 71
0,0 72
MeOH 100,0 7=
MeOH/ AcOH 2,0 74

e S e e T e e e e e M o T B ) [T e i e e T YT o e e e i e e e e e T ) o e e e e e e e ) 1 e ) ) ) e o e

Tabela 15: Fracionamento do extrato hexa&nico de folhas de
P. guyanensis, por cromatografia em coluna de
gel de silica.
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Caracterizacio das Estruturas

Extrato hexanico de folhas de Filcus inzipida

Esqualeno e n-alcanos (Cp7-Czz) [1Fi(I)] - A fragdo 1 eluida em
hexano (Tabela 13, pag. 97) apresentava cristais brancos (1238mg) com
ponto de fusdao em 60-64 °C. Cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas indicou tratar—-se de uma mistura. Os
componentes foram identificados por comparacao de seus dados
espectroscopicos com o0s da literatura e com o banco de dados do

espectrtmetro V6 AUTOSFEC (NFFN/UFRJ) .

Isohopenolactona [([14Fi(I)] - Da recromatografia das fracoes 12-
14 eluidas em hexano/acetato de etila Z% (Tabela 13, p&a. 27) foi
isolado um material cristalino (12mg) com ponto de fusao em 172-174°C,
sollivel em diclorometano.

E.M. m/z(abundancia relativa): M+ 478(68) 3 427(14)3 3924(329)s
3I79(8): 219(18)3 20Z(9): 189(100)3 175(46): 161(15)3 147(14): 135(13);
121 (26): 107(Z1)s 93(Z29), Bl(Z26): 67(13) e 35(21).

1.v. viii em™d . 3427, T074, 2968, 2933, 2893, 2864, 1806, 1725,
1644, 1481, 1459, 1378, 1350 e 882.

RMN—lH (200 MHz, CDClz, TMS): & 0,69 (ZH, d, J 1,0 Hz)s: 0,92 (IH,
)y 0,98 (ZH, s)3; 1,05 (ZH, s); 1,48 (ZH, s)3 1,69 (ZIH, s)3 4.38 (1H,
dd, J 6,8 e 5,1 Hz)s: 4,67 (1H, m) e 4,69 (1H, m).

rMN-17C (50 MHz, CDClz, TMS): ppm 12,6 (CHz)s 15,0 (CHz)i 16,6
(CHz)s 16,2 (CHzx): 19,2 (CHz), 19.6 (CHp)i 20,8 (CHz): 21,3 (CHz):
22,9 (CHz)s 23,8 (CHp)s 27,3 (CHp), 32,5 (CHp) s 32,6 ((CHo): 35,46 (C)y

26,7 (CHo): 40,1 (CHo)s: 41,8 (C)s; 42,4 (C): 44,1 (C)s; 47.9 (CH), 48,5
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(CH); 52,6 (CH); 53,8 (CH); 55,4 (C); 77,4 (CH): 109,5 (=CHo): 148,1

(=C<) e 175,6 (C=0).

Simiarenol [17Fi(I)] -~ A purificacd&o por simples lavagem com
merxano das fracoes 15-19. eluidas da coluna em hexano/acetato de etila
% (Tabela 1%, p&g. 97), possibilitou isolar um material cristalino
(147mg) ., com ponto de fusdo em 186-188 °C, soluvel em diclorometano.

E.M. m/z(abunda&ancia relativa): M+ 426(3)3 411(3) sz 408(4)3 I93(2)3

274(100)3 259(68)3 245(7): 23I1(15)3 205(11): 191(6): 189(8): 175(9):

152(26)3 134(39); 122(31): 107(25): 95(30): 81(24); 69(24) e 55(36).

KB -1
cm "z
mas

I.v. vV 3520, 29%0, 2880, 147%, 1485, 1380, 1370,

835 e 820.
KMN-1H (200 MHz, CDClz, TMS): s 0,78 (ZH,s); 0,83 (IH.d, J 6 Hz);
,89 (3IH, s): 0,89 (IH, d, J 6 Hz): 0,93 (3H, s); 1,01 (3IH, s); 1,05
(FH, s); 1,14 (3H, s); 3,48 (1H, dd, J T e 1 Hz) e 5,64 (1H, m).
FMN-17C (S0 MHz, CDClz, TMS): ppm 14,86 (CHz); 15,61 (CHz); 15,93
(CH=): 17,72 (CH3)3: 17,93 (CHo)y 19,78 (CHg): 21,82 (CHx); 22,78
(CHz): 23,92 (CHa)s 25,32 (CHz): 27,64 (CHo); 28,18 (CHz): 28,86
(CHo)3 28,94 (CHz)3 28,97 (CHa)s 29,58 (CHo)s 30,67 (CH)3 34,02 (CH=)j
34,68 (C); 35,29 (CHp); 38,46 (C); 39,17 (C); 40,66 (C): 42,65 (C);
44,11 (CH):; 50,11 (CH); 51,60 (CH); 59,89 (CH):; 76,16 (CH): 121,77

(CH):; 141,85 (C).

Sitosterol e Estigmasterol [28Fi(I)] - Da recromatografia das
fracoes 27-29. eluidas em hexano/acetato de etila 1%% (Tabela 13, p&ag.
?7), foi 1isolado um material cristalino (64mg) com ponto de fusdao em

128-140 °C, soliével em diclorometano.
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E.M. m/z(abundancia relativa): M+ 414(12)s: 412(3)s Z99(5)s: 396
(52): 3B81(18)3 Z29(4): Z0I(6)3 275(16)3 255 (3F8): 213(23):  139(41):

145(66): 132(42): 1192(Z7): 105(70): 95(53); 81(82): 69(48) e S55(100).

Fsoraleno [Z6Fi(I)] - Substa&ncia obtida por sublimacgdo & presséao
reduzida (27mg) das fracoes Z1-36, eluidas em hexano/acetato de etila
RE ¢ formada por cristais brancos com ponto de fusdo em 166-168 °C,
soldvel em diclorometano.

E.M m/z(abund&ncia relativa): M+ 186 (100) 3 158(8=%): 130(13)3
102(2%) e 76(11).

U.V.e qax (hexano): I31(0,545); 289(0,918) e 248(2,129).

Extrato hexd@nico de Pourouma guyanensls

Friedelina [ZZFg(III)] - For simples lavagem com éter de petrdleo
das fracoes eluidas em hexano/acetato de etila 3% (Tabela 1%, pag.l03
foi isolada uma substancia cristalina (30mg). com ponto de fusdao em
264-266 °C, soluvel em diclorometano.

E.M m/z(abundancia relativa): M 426(20): 411(8): 341(5);
Z02(18): 287(7): 27I3(29): 246(17): 232(16): 218(27): 203(323)s: 193(11) 3
179(28)3 16Z5(Z0); 1350(14)s 137(30)3 126(69)3 109(71)3 95(77): B8BL(57);
69(100) e 35(59).

FMN 1H (200 MHz, CDClz, TMS): & 0,72 (ZH, s); 0,86 (IH, s): 0,88
(ZH, d, J 6.7 Hz): 0,96 (ZH, s)3; 0,99 (ZH, s)3; 0,99 (IH, s); 1,06 (IH,
s5)3 1.19 (3ZH, s) e 2,24 (1H, g, J 6,7 Hz)

RMN  1°C (50 MHz, CDCly, TMS): ppm &,7 (CH=z)§ 14,5 (CHz); 17,8

&)
m
=
(!}
I~]
-0
-3

(CH=z)s 18,1 (CHo): 18,6 (CHz): 20,1 (CHz)s 22,2 (CHa);
(C)Y: 3034 (CHz)s 31,7 (CHz): I2,0 (CH=z) s 32,3 (CHa)s 2,7 (CH-) 3 34,9

(CH=) %  T5,2 (CHp)i 35,5 (CHpls 35,9 (CH=)s 37.3 (C)s; 38,2 (C); 39,1
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(CHo)z 39,6 (C): 41,2 (CHa): 41,4 (CHo)z 42,0 (D): 42,7 {CH)3 53,

(CH); 58,1 (CH); 59,4 (CH) e 213,0 (C=0).

Sitosterol e estigmasterol [SOFg[III] - As fracoes 49-50, eluidas
em hexano/acetato de etila 10% (Tabela 13, p&ag. 103), forneceram 24maqg
de cristais em agulhas, prontamente sollveis em diclorometano. com
ponto de fusao em 128-134 °C.

E.M. m/z(abund&ncia relativa): M+ 414(100)s 412(21); Z99(18)3
FQ6(4Z) s I81(8): IF29(8): IOIZ((21): 284(12): 273(8)s 2832(23) 3 231(6):
B13(17)s 199(7)s 159(22) 3 145(3F) s 133(19): 119(19)3 105(3Z2): 95(I34) 3
81(44): 69(54).

RMN—lH (200 MHz:; CDCl=, TMS): & 0,68 (IZH, s): 0,69 (ZH, s); 0,81
(ZH, d., J 6,0 Hz); ©,83% (3H, d, J 6,0 Hz); 0,85 (ZH, d, J 7,0 Hz)s
0,922 (3H, d, J 6,0 Hz); 1,01 (3H, s)3 3,3 (1H, m); 3,02 e &§,1% (2H,

2xdd) e 5,35 (1H, m).
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ATIVIDADE BIOLOGICA

Introducdo

) grande desenvolvimento da guimioterapia anti-parasitéaria veri-
ficado especialmente a partir da década de 60, propiciando a sintese
de agentes de elevada efic&cia e seletividade, constituiu wum dos
principais fatores responsaveis pelo desinteresse observado nos
ltimos anos no estudo das plantas tidas como anti—-helminticas.

Frodutos tradicionais e reconhecidamente Gteis como o latex
de algumas especies de FIcus (F. glabrata, F. doliaria e
Fe anthelmintica) e o 0leo essencial de Chenopodium ambrosioldes (erva
de Santa Maria). foram banidos da pratica médica diante do aparecimen-—
to de novas especialidades farmaceéuticas. No nosso pais, essas plantas
sdo utilizadas apenas na medicina popular e por grupos indigenas.

A luz dos novos conhecimentos foi analisada a acao anti-
helmintica do l&atex de F. Insipida.

For outro lado, o interesse na busca de novas substa&ncias
fotossensibilizantes de origem vegetal se manteéem. Pourouma guyanensls,
por  pertencer a uma familia potencialmente produtora de fototoxinas,

foi examinada no intuito de detectar essas substancias.

Atividade Anti-helmintica do L&atex de Flcus insipida

Foi avaliada a atividade anti-helmintica de Ficus Insiplida
em camundongos naturalmente infectados com oxiurideos Syplacia
obvelata e Aspliculurisz tetraptera, assim como com o cestobideo

Vampirolepls nana.
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Metodoloaia empregada

Foram utilizados camundongos com peso médio de 20g, de linhagem
NTH da coltnia mantida no Instituto de Veterinaria da Universidade
Federal do Rio de Janeiro. Nas experi&éncias os animais foram
separados por sexo e mantidos em gaiolas de polipropileno (Z0x20x¢13%
M) a tendo ao fundo um estrado de tela rigida (malha de 7%7mm) sobre
folhas de papel absorvente, visando facilitar a coleta diaria de
fezes. A aplicacao intragéstrica foi realizada empregando-se uma sonda
fina e flexivel de polietileno. Utilizaram—se um tamis de malha 12%um
e um microscopio estereoscopico do tipo WILD M-35.

0 latex fresco de F. insipida foli coletado no final de fevereiro
de 1992 e foli mantido em geladeira até a realizacgdo do ensaio. 0 latex
foi aplicado por via intragastrica, durante trés dias consecutivos, em
volumes de 1ml, em doses correspondentes a 25ml/kqg, 10ml/kaq
12,5ml/kqg,. respectivamente. Observou—-se um periodo de jejum de 4 a &h
antes de cada aplicacéo. As fezes eliminadas a cada periodo de 24h

coletadas até o quinto e dltimo dia dos testes, num total de 4
coletas. As fezes foram lavadas em &gua corrente através de tamis e
examinadas ao microscopio. Durante os exames fecais, procedeu—se a
contagem de oxiurideos presentes e & coleta de proglotides de
Vampirolepis nana eliminados, cujo peso umido foi determinado em
balanca analitica. No Gltimo dia de testes., os animais foramn
sacrificados por inalacao de vapores de éter etilico e necropsiados.

Hegmentos de V. nrana foram retirados do intestino delgado e no

intestino grosso fez—-se a contagem de ESyplacia obvelata e de
Az piculuris tetraptera remanescentes no ceco e no colo,
114

respectivamente.
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Como padroes de referéncia utilizou-se um lote 10 camundongos
tratados com uma suspensdo aquosa de nitroscanato (Lopatol, CIEA
GEIBY). nas doses de 30mg/kg no primeiro dia e de 100mg/kg nos dias
subsequentes. Nitroscanato & uma droga ativa tanto para oxiurideos
quanto para cestdides. Outro padrao de referencia empregado em lote de
10 animais foi o Famoato de pirantel (Combactrim, FFIZER), na dose de
10mg/kKg durante os trés dias. pamoato de pirantel & uma droga ativa
para oxiurideos. Todas as condicgdes foram as mesmas adotadas para os
lotes que receberam o latex, inclusive para o lote controle com 10
animais nao tratados.

A avaliacgéo do efeito anticestbide foi expressa em termos
percentuais., considerando—-se o peso dos proglotides eliminados nas

fezes em relacdo ao peso total de segmentos (fecais + intestinais).

peso (mg) de proglotides eliminados

nas fezes apos (w] tratamento
% de atividade -~ —-—m———————————————
anti-cestoide peso (mg) de proglotides 4+ Peso (mg) de progldétides
eliminados apts tratamento recuperados na necrapsia

A avaliagdo do efeito anti—-nematdide foi expressa em termos
percentuais considerando—-se o numero de vermes eliminados nas fezes em

relacdo ao namero total de vermes (fecais + intestinais).

no total de oxiurideos eliminados

nas fezes apbs o tratamento
% de atividade =
anti-nematbide no total de oxiurideos no total de oxiurideos
eliminados apts tratamento recuperados na necropsia

A atividade anti-helmintica do latex de F. Insipida pode ser bem

analisada nos dados registrados na Tabela 16. pag. 112.
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A analise dos gr&aficos permite verificar gque a atividade anti-
helmintica para 2. obrelata foi inferior ao controle (Grafico 02, pag.
11%) e isso pode ser devido ao baixo nivel de infeccdo do lote
utilizado. Verificou-se uma ténue atividade para A. tetraptera
(Grafico O0OZ, p&ag. 113%), gue mostrou uma eliminacdo espontdnea guase
nula. 0 grafico 04 (pag. 11Z) permite verificar uma ténue atividade
para V. nana.

De acordo com a Tabela 16 (p&g. 112) pode—-se notar um total de
60% de camundongos mortos ao final dos testes. Durante a necrapsia,
constatou-se gue esses animais apresentavam processos inflamatbrios em
alguns pontos dos intestinos.

Os vermes eliminados apresentavam seus corpos parcialmente
digeridos, possivelmente devido a atividade enzimatica de proteases
vegetais.

0 modelo de teste descrito acima., denominado Teste Critico
Controladoll4, e importante na medida em que tem sido extensivamente
utilizado na determinacdo da eficécia de diversos agentes anti-
parasitarios, dentre 0s quals alquns ja se encontram introduzidos na
terapéutica.

Comparando a elevada toxidez observada no l&atex de F. Insipida e
a t&nue atividade anti-helmintica em relacdo aos novos agentes anti-

parasitarios. deve ser energicamente desaconselhado o uso popular

desse latex.

Deteccao Eioldgica de Lectinas no Latex de Frcus Inzipida

As lectinas sao proteases vegetais com propriedade hemaglutinante

devido a capacidade de se ligarem a aglcares da membrana celular de
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Gr&afico 02. Influégncia do l&atex na eliminacdo de 5. obtvelata
em camundongos.
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Grafico 03. Influeéncia do l&atex nmna eliminagao de A. tetraptera
em camundongos.
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Grafico 04. Influegncia do latex na eliminacdo de V. nana
em camundongos.
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eritr(.‘;c:itos.ll5 Essas substadncias ocorrem em teores elevados no

de espécies de Euphorbiaceae (por exemplo, ricina em Ricinus comunis)

e em sementes de espécies de Fabaceae (por exemplo. abrina em Abrus

precatorius). Um detalhe que desperta atencac & a proximidade entre

Moraceae, na qual se inclui a espécie estudada. e Euphorbiaceae.
familias incluidas por Dahlgren na

Malviflorae.

& ficina (EC Z2.4.22.2) & uma enzima proteolitica gque possui
cisteina em seu centro ativo. Ela & comumente isolada do l&atex de F.
giabratéllé, sendo a enzima malis estudada dentre as isoladas do latex
de figueiras. Estudos de sequenciamento de Acidos aminados., na regi&o
dos residuos de cisteina e de histidina., relacionam essa protease &
papaina, substa&ncia encontrada no latex de Carica papayva. Uma enzima
de composic&o similar foli isolada de F. anthelmintica.ll7 De F. carica
foli obtida uma outra protease que difere bastante na sua composicao em
dcidos aminados, muito embora possua uma unidade cisteina no seu
centro ativo.

A acao hemaglutinante das ficinas vem sendo amplamente descrita

1iteratura118 e & por intermédio dessa propriedade que se tentou

detectar a presenca dessas proteases vegetais em F. InsIipida.
Metodologia

0 latex fol coletado fazendo—se incistes nas extremidades verdes
dos ramos de F. Insipida e foli mantido em geladeira. 0 soro desse l&a-
tex foi obtido por centrifugacao a 2000 rpm durante 10 minutos. A fra-

tadc formada na superficie foi separada, restando o soro do latex que

foi submetido ao teste para avaliacdo de sua atividade hemaglutinante.
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Hem&cias de coelho Foram escolhidas para o ensaio e apos
incubagdo com solugao 0,25% de tripsina a Z7°C por 1lh e posteriormente
lavadas com FEBS (NaH-F04.7H20/KH-F04/NaCl, pH 7,1). 0O padréao escolhido
para a resposta hemaglutinante foi a concanavalina A na concentracgao
inicial de 1Ag/ml. Como controle foi utilizada uma suspensdo de
hemacias de coelho a 2% em uma solucdo de FBS-RBSA
7H20/KH2F04/NaCl, pH 7,1, contendo ©,25% de albumina sérica bovina).
Glicose, Nna concentracdo inicial de 10 mM, foli empregada como inibidor
da reacao de hemaglutinacao.

A reacdo de hemaglutinacdo foi realizada em microplacas de
sorologia com escavagoes, nas quais se distriburam diferentes
cdiluicoes do soro a dosar. Depositou—-se em cada escavagao solugdo
salina (25 M1) e, a sequir, fol adicionado em uma das escavagoes SOro
do latex (Z5M1). Apobs agitacédo cuidadosa, o conteudo dessa escavagdo
foi transferido sucessivamente para as outras escavacoes de modo a
obter diluicoes progressivas do soro (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32., 1:64,
1:128 e 1:256. For Gltimo foi adicionada a suspensdo de eritrocitos a
2% em FBS-BSA com leve agitacdo para misturar os reagentes, incubando-
se por 1lh a temperatura ambiente. Apbs esse periodo o resultado foi
interpretado com base no aspecto do sedimento, o qual
forma de um "botao" nas reagoes negativas (hemadcias + FES e hemacias
+ concanavalina A + glicose) e a forma de um "lengol"
bordos irreqgqulares nas reacoes fortemente positivas (hem&cias + FES
+ concavanalina A), aparecendo tambeéem casos intermediarios (Esguema
08, paa.116).

As reacoes do latex, embora bem distintas do controle, ndo foram

completamente hemaglutinantes em qualquer das diluicbes, o e
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acontece com a concanavanina A até a diluicgdao 1:32 (Esguema 08, p&aaq.
116) Nas reacoes com soro do latex a hemaglutinacido apresentou o
aspecto intermediario desde a primeira diluigdo ate 1:16. Essa

situacdo pode ser devida a fatores, tais como a baixa concentracdo de

lectinas no l&tex ou a menor capacidade hemaglutinante dessas
proteases. Outros ensaios deverao ser feitos para delinear a
capacidade hemaglutinante desse material, chegando inclusive a

purificacdao das enzimas nele contidas.

/e \
1/2

Cx

:A:@

Cs

:E«:@

b

:C:@

Ct :

o (&) :

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e /

Esguema 08. Resultados do teste de hemaglutinacdo do soro do latex de
Filcus 1insipida (A= controle, B= concavanina A, C= soro do
latex, D= concavanina A + glicose).

Atividade Fotossensibilizante de P. guyanensis

A atividade biolbgica de furocumarinas lineares vem sendo
relacionada & reacoes fotoquimicas com bases pirimidinicas do DNA.
Embora o modo de acdo dessas substancias ndo esteja completamente
elucidado, parece envolver modificacdoes no DNA, RNA e possivelmente em

proteinas.lin

P. por pertencer a uma familia potencialmente
produtora de fotoxinas foi examinada no intuito detectar—-se essas

substancias.
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A analise cromatografica dos extratos em hexano., diclorometano,
acetato de etila e metanol mostraram em comum a fracéao fluorescente

codificada 2SFg(III).

(2] atividade fotossensibilizante foi avaliada utilizando—-se
células de E£scherichia colli em suspensdo, irradiadas com U.V. a 365
rmm, por periodos crescentes até se atingir a intensidade luminosa

de 15 J/mE. 0 efeito pode ser medido através da capacidade de formacéo
de coltnias em meio de cultura sbédlido com agar.

A  amostra ZE5Fg(III) foi utilizada na concentracé&o 100 4 g/ml  em
solucdo a 108 celulas de E. coli por ml. Como padrdo utilizou-se
psoraleno na concentracgédo 4 Mg/ml. Como controle, todas as amostras
foram analisadas na aus&ncia de irradiacao.

0 Ganico resultado positivo foi na amostra com psoraleno submetida
a radiacdo ultravioleta. na qual observou-se a sSupressao do

orescimento de coltnias bactéeriawas.
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CONCLUSAO

J estudo fitoquimico de folhas de F. Insiplida resultou na
caracterizacdao de dois triterpendides pentaciclicos e um linear
(simiarenol, isohopenolactona e esqualeno)., dois esterdis (sitosterol
e estigmasterol) e uma furanocumarina linear (psoraleno), além de n-
alcanos (Coy-Czz). sacarose, frutose, glicose e cloreto de potassio. O
triterpendide denominado isohopenolactona & pela primeira ves

descrito.

& pesquisa fitoquimica em P. guyanensis direcionou—-se
preferencialmente para o esclarecimento da composicdo das fracoes
volateis de flores masculinas, de folhas e da casca dos ramos, o0 que
resultou na identificacdo de mono—- e sesquiterpendides (linalol, =-i1s,
trans—&xido de linalol, cis.trans—-5—-hidroxi-2,6.6-trimetil-2-
viniltetraidropirano., aromadendreno. B-elemeno, a-cedreno, R-—-bergamop-

teno e cariofileno), salicilato de metila e hidrocarbonetos saturados

£ presenca de taninos condensados (proantocianidinas) foi
detectada no extrato hidroalcobtlico de folhas. de casca dos ramos, de

ramos e de sementes.

0 estudo quimico de folhas de P. guyanensis resultou no
isolamento de um triterpentide pentaciclico (friedelina) e dois

esterdis (sitosterol e estigmasterol).

Com relacdo a atividade biolbgica dessas espécies, o valor

terapg&utico atribuido a P. guyanensis como cicatrizante e
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anti—-diarréico ¢ Jjustificado pelas subst&ncias identificadas nessa

espécie no presente estudo.

A fraca resposta anti-helmintica de F. insipida aliada a sua

elevada toxidez indica a impropriedade do seu uso pela populacao.
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