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RESUMO

No presente trabalho foi realizado o estudo fitoquimico das partes aéreas (cerne do
caule e folhas) de Unonopsis lindmanii, bem como avaliacdo da toxicidade sobre Artemia
salina e avaliacdo alelopdtica em sementes de Lactuca sativa e Allium cepa dos extratos
obtidos desta planta.

O estudo fitoquimico do 6leo essencial das folhas conduziu ao isolamento de cinco
sesquiterpenos: (—)-o-copaeno (1), (+)-biciclogermacreno (2), alloaromadendreno (3), (—)-
globulol (4) e (+)-espatulenol (5), enquanto do extrato alcaloidico das folhas foi obtido o
megastigmano (35,55,8R)-3,5-diidréxi-megastigma-6,7-diene-9-ona (9) e dois alcal6ides de
esqueleto aporfindide: liriodenina (6) e (—)-asimilobina (7).

A partir do extrato etandlico do cerne, foram isolados dois alcaldides: asimilobina (7)
e (-)-anonaina (8); uma lignana: (-) -siringaresinol (12); um derivado do 4cido cinimico:
N-trans-feruloiltiramina (13) e dois esterdides: B-sitosterol (10) e estigmasterol (11).

Os compostos 2, 3,4, 5,9, 12 e 13 estdo sendo descritos pela primeira vez no género
Unonopsis.

Os extratos apresentaram resultados significativos frente aos ensaios propostos. No
ensaio de toxicidade sobre A. salina, todos foram ativos, sendo o 6leo essencial das folhas o
de maior expressividade, com DLsy de 17,9 pg/mL. No ensaio de avaliacdo alelopética,
todos os extratos apresentaram-se ativos, destacando-se o 6leo essencial das folhas, que

exibiu inibicdo da germinacdo e crescimento das espécies na ordem de até 90%.



vi

ABSTRACT

In this work was carried out the phytochemical study of the aerial parts (leaves and
heartwood) of Unonopsis lindmanii and the evaluation of the biological activity on the
brine shrimp lethality bioassay and the allelopathic evaluation of crude extracts.

The phytochemical study from essential oil of leaves led to the isolation of five
sesquiterpenes: o~ copaene (1), (+)-bicyclogermacrene (2), alloaromadendrene (3), (-)-
globulol (4) e (+)-spathulenol (5), from the alkaloid extract of leaves was isolated a
megastigmane  (35,5S5,8R)-3,5-dihydroxy-megastigma-6,7-dien-9-one  (9) and two
aporphinoids alkaloids: liriodenine (6) and (—)-asimilobine (7).

From the ethanolic extract of heartwood, two alkaloids were isolated: asimilobine (7)
and (-)-anonaine (8); a lignan: (-)-syringaresinol (12); a derivated from cinamic acid: N-
trans-feruloyltiramine (13), and two steroids: B-sitosterol (10) and stigmasterol (11).

The compounds 2, 3, 4, 5, 9, 12 and 13 are described for the first time in the genus
Unonopsis.

The crude extracts showed actives. On the brine shrimp lethality bioassay, being the
leaves essential oil the most expressive, with LDsy of 17.9 ug/mL. Considering the
allelopathic evaluation, all the extracts were active, and the essential oil shows inhibition in

the species growing Lactuca sativa e Allium cepa in order of the ninety percent.
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1- INTRODUCAO

1.1 - Annonaceae

Annonaceae ¢ umas das maiores familias da ordem Magnoliide, com
aproximadamente 128 géneros e 2300 espécies, a maioria pantropical. No Brasil, a
Annonaceae compreende 26 géneros e aproximadamente 260 espécies, a maior parte
ocorrendo em florestas e alguns representantes ocorrendo em dreas abertas [MAAS, et al.,
2001]. Os membros que constituem esta familia sdo de grande significancia no que diz
respeito a sua riqueza em metabdlitos secundarios [LEBOEUF, et al., 1982] e na
composicdo da vegetacdo brasileira sendo, portanto, de grande interesse.

O perfil de metabdlitos secunddrios exibido por espécies de Annonaceae € bastante
diversificado. Os géneros, aparentemente, sdo altamente especificos na capacidade de
produzir determinadas classes de metabdlitos. Dois bons exemplos para essa diversidade
quimica sdo os géneros Cleistopholis e Hexalobus, nos quais algumas espécies produzem
especificamente alcaldides benzilisoquinolinicos, enquanto outros “preferem” produzir
diferentes tipos de alcaldides. Essa tendéncia € mais percebida na Annonaceae que em
outras familias ja também estudadas com profundidade. A razdo para esse grau de
especificidade € ainda desconhecida, possivelmente pode ser reflexo da natureza primitiva
da familia, na qual géneros distintos foram distanciados dos demais e, conseqiientemente, a
diversificacdo quimica tornou-se mais pronunciada [WATERMAN, 1986].

Alguns representantes dessa familia possuem frutos comestiveis e sd@o de interesse
comercial: Annona muricata, por exemplo, € uma arvore conhecida como “gravioleira” que
fornece os frutos chamados “graviola”, muito apreciados tanto para consumo quanto como
matéria prima na fabricacdo de geléias, sucos e polpas [SACRAMENTO, et al., 2003].
Xylopia aromatica, conhecida popularmente como “pimenta de macaco”, € utilizada na
fabricacdo de temperos [CORREA, 1978]. Sao também de destaque comercial os 6leos

essenciais de “cananga” (Cananga odorata Hook var. macrophylla) e de “ylang-ylang”

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.
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(Cananga odorata Hook var. genuina) que sio empregados na indudstria de perfumes

[LEBOEUF, et al., 1982].

1.2 — Perfil de metabdlitos secundéarios em Annonaceae

Annonaceae é uma das familias de maior diversidade de constituintes quimicos e
revela a presenca de diferentes estruturas e tipos de alcal6ides em sua composicdo, tanto
que no principio, os metabdlitos secunddrios obtidos desta familia foram divididos em dois
grupos: substancias alcaloidicas e ndo alcaloidicas, o que demonstra a importancia dada
inicialmente a esta classe de constituintes.

O avanco no estudo desta familia demonstrou sua riqueza e diversidade em outros
compostos, sendo alguns muito ativos, como as acetogeninas. Abaixo se descreve alguns

constituintes isolados de Annonaceae.

1.2.1 — Acetogeninas em Annonaceae

As acetogeninas sdo metabdlitos de Css5-Csz7, que biogeneticamente parecem ser
derivadas de policetidios. S@o estruturalmente caracterizadas por apresentarem uma cadeia
alifatica longa, com anéis tetraidrofuranicos localizados entre as cadeias aliféticas.

A primeira acetogenina isolada, do extrato etandlico das cascas do caule de Uvaria
accuminata, foi a uvaricina, em 1982, que se apresentou como um agente antileucémico

ativo in vitro, sobre células P-388 [JOLAD, et al., 1982].

Uvaricina

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.
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Essas substincias apresentam uma grande diversidade de atividades bioldgicas:
antineopldsica, citotoxica, inseticida, leishmanicida, antimicrobiana, antimicética, e
acaricida [BERMEJO, et al., 2005; ALALIL et al., 1999; FANG, et al., 1993; GRANDIC,
et al., 2004; CEPLEANU, et al., 1993; ALKOFAH]I, et al., 1990; GRANDIC, et al., 2000].

A acetogenina esquamocina apresentou efeito estimulante sobre células musculares de
artéria corondria humana em concentragdes de 0,3-100 uM, atuando sobre os canais de Ca*
e K" [WU, et al., 2003], e a acetogenina bulatacina possui atividade antileucémica sobre
células L1210, sendo efetiva a apenas 50ug/Kg, cerca de 300 vezes mais ativo que o taxol

[ALALL et al., 1999].

Bulatacina

1.2.2 — Alcaldides em Annonaceae

Os alcaléides, como citado anteriormente, sdo uma importante classe de metabdlitos
em Annonaceae, ¢ ainda hoje se encontram vdrios trabalhos que descrevem novos
alcaldides de diferentes classes obtidos de Annonaceae, principalmente aporfindides,
muitos deles apresentando promissoras atividades bioldgicas.

De Duguetia hadrantha foram isolados os alcaldides hadrantina A, hadrantina B e
sampangina, sendo que a hadrantina A e sampagina apresentaram atividade antimalarial
sobre cepas de Plasmodium falciparum além de atividade contra agregacdo plaquetdria,
enquanto a hadrantina B apresentou atividade citotoxica, com ICsy 0,3 pg/mL

[MUHAMMAD, et al., 2001].

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.
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N /N
(0]
Hadrantina A Hadrantina B Sampangina

Os alcaldides aporfinicos N-metoxicarbonil romucosina A e romucosina D obtidos de
Rollinia mucosa exibiram significante inibicdo do coldgeno, &4cido araquidonico e

agregacao plaquetaria [KUO, et al., 2001].

HO H5CO.
N OCH,4 N OCHj4
HyCO T HyCO Y
(0] (0]
H,CO
Romucusina A Romucusina D

O estudo da espécie Phoenicanthus obliqua conduziu ao isolamento do novo alcaléide

dimérico aporfin6ide phoenicanthusina [WIJERATNE, et al., 2001].

Phoenicanthusina

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.
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De Annona foetida, obteve-se os alcalides do tipo “pyrimidine-f-carboline”, de
ocorréncia rara, annomontina e N-hidroxiannomontina, que apresentaram atividade
leishmanicida contra formas promastigotas de Leishmania brasiliensis [COSTA, et al.,

2006].

HoN

Annomontina N-hidroxiannomontina

Os alcaldides aporfinicos diméricos bis-7,7’-desidro-8,8’-dimetoxianonaina e bis-
7,7’ -desidro-10,10’-dimetoxianonaina obtidos de Polyalthia debilis, apresentaram atividade
antimalarial com valores de 1Csp de 54 e 4,1 ug/mlL, respectivamente

[KANOKMEDHAKUL, et al., 2003].

< O
o NH <o NH
H3CO OCHj,4
OCH
3 o H,CO o
HN > HN >
(0] (0]
bis-7,7'-desidro-8,8'-dimetoxianonaina bis-7,7'-desidro-10,10'-dimetoxianonaina

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.
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O estudo realizado com populagdes de Guadeloupe, Franga, relevou uma alta
incidéncia de parkinsonismo atipico, cujo quadro apresentava-se reversivel com a
interrup¢do do consumo de chds das espécies Annona muricata e Annona squamosa, habito
bastante comum entre essas populacdes. Esse fato pode ser explicado devido a presenca de
altas quantidades de alcaldides isoquinolinicos nestas plantas, como a reticulina, t6xicos
para os neur6nios dopaminérgicos. Estudos epidemioldgicos indicaram, ainda, a perda
neuronal apds longa exposicdo aos alcaldides isoquinolinicos ou acetogeninas
[CAPARROS-LEFEBVRE & STEELE, 2005; CAPARROS-LEFEBVRE & ELBAZ,
1999; KOTAKE, et al., 2004].

H5CO

HO

Reticulina

1.2.3 — Oleos essenciais em Annonaceae

Muitas espécies pertencentes a Annonaceae sdo odorificas em razdo da presenca de
Oleos essenciais. Estes sdo misturas complexas que contém, em geral, uma grande
quantidade de compostos organicos, com predominancia de sesquiterpenos € monoterpenos
[FOURNIER, et al., 1999].

Os o6leos essenciais tém despertado interesse por apresentarem diversas propriedades
bioldgicas e ecoldgicas, além de sua importancia comercial. O 6leo essencial de Cananga
odorata, além de ser empregado na industria de perfumes, apresenta também propriedades
relaxantes, quando inalado por humanos [HONGRATANAWORAKIT & BUCHBAUER,
2004]; ja o oleo essencial de Xylopia aethiopica possui acdo antibacteriana e citotoxica

sobre células neoplasicas (Hep-2) [ASEKUN & ADENIYI, 2004], além de acdo
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antioxidante [KARIOTI, et al., 2004]. Obtido a partir de Hexabolus crispiflorus, o 6leo
essencial exibiu forte atividade antiplasmédio sobre cepas de Plasmodium falciparum,
agente causador da maldria [BOYOM, et al., 2003].

Em recente estudo fitoquimico, foram isolados do Oleo essencial das folhas de
Duguetia furfuracea e das cascas do caule de Duguetia glabriuscula os sequiterpenos com

esqueleto santalano, de ocorréncia rara [CAROLLO, et al., 2005; PEREIRA, et al., 2003].

CHj
H3C X

CHj

a—santaleno (+)—o—santalan-10,11-ep6xi-9-ol

1.2.4 — Constituintes fenolicos em Annonaceae

O trabalho realizado por Santos e Salatino [2000] descreve a identificacdo de um total
de 76 flavondides obtidos de 12 géneros pertencentes a Annonaceae, entre eles Duguetia,
Guatteria, Xylopia e Annona. Nota-se a predominancia de flavonéis e flavonas, em sua

maioria glicosilados, a exemplo do 3-0-galactosilgalactosil-canferol.

HO

/galactosil-galactose
(e}

OH O

3-O-galactosilgalactosil-canferol
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O primeiro relato de lignaminas obtidas de Annonaceae data de 1996, quando Santos
e colaboradores [1996] isolaram a N-trans-cafeoiltiramina a partir das folhas de Annona
crassiflora. Chaves e Roque [1997] isolaram a partir dos galhos de Porcelia macrocarpa,
o composto 1,2 — diidro — 6,8 — dimetéxi — 7 — hidréxi — 1 — (3,5 — dimetéxi — 4 —
hidroxifenil) — N ! , N 2 _ bis — [2 — (4 — hidroxifenil) etil] — 2,3 — naftaleno dicarboxamida,

juntamente com outras lignamidas.

OH
0
HO
S NH
HO
N-trans-cafeoiltiramina
OH
o)
H,CO
NH
NH
HO
OCHjg4 o)
OH
H5CO OCH,

OH
1,2-diidro-6,8-dimetéxi-7-hidroxi-1-(3,5-dimetdxi-4-hidroxifenil)-
N',NP-bis-[2-(4-hidroxifenil) etil]-2,3-naftaleno dicarboxamida

De Rollinia mucosa obteve-se as lignanas lirioresinol B e magnolina [FIGUEIREDO,
et al., 1999], apresentando-se como as lignanas em maior propor¢do, acumuladas

predominantemente nas folhas.
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OCHg OCH,
HsCO HCO
H;CO
OCHjg OCH,
OCHjg OCH,
OCHs
Lirioresinol B Magnolina OCHg

1.3 — O género Unonopsis

O género Unonopsis, representado por cerca de 27 espécies, foi pouco estudado até o
momento, tanto do ponto de vista fitoquimico quanto bioldgico.

Poucos dados sdo encontrados quanto ao uso deste género na medicina tradicional;
algumas utiliza¢Ges empiricas foram descritas por Schultes [1993], que relatou o emprego
de Unonopsis veneficiorum por indios da Floresta Amazonica, no tratamento da deméncia
senil: as folhas sdo misturadas em alimento de idosos “que esquecem de como falar”. A
mesma planta € utilizada como veneno para ponta de setas e como agente antifertilizante. A
maceracdo das cascas do caule de Unonopsis floribunda Diels, conhecida popularmente
como ‘“icoja”, sdo empregadas no tratamento de artrites, bronquites, reumatismo e diarréia
[JOVEL, et al., 1996], além de ser utilizada no tratamento da maldria por populacdes
nativas do Peru [KVIST, et al., 2006]. A espécie Unonopsis glaucopetala é considerada por
indios da Guiana o melhor remédio contra picadas de cobras [ANDEL, 2000], sendo
também empregada como viga na constru¢do de telhados de casas pelos mesmos indios.

Um dos primeiros estudos fitoquimicos de Unonopsis remonta a década de 80, o qual
conduziu ao isolamento do triterpeno policarpol a partir das raizes de Unonopsis
guatterioides [TOUCHE, et al., 1981]. Um trabalho recente, que propde o “screening” de

produtos naturais com capacidade de atuar sobre receptores do colesterol modificando os
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niveis de HDL e LDL, demonstrou que o policarpol, neste caso obtido de Unonopsis

glaucopetala, possui atividade bastante pronunciada [JAYASURIYA, et al., 2005].

Policarpol

Das cascas do caule da espécie Unonopsis spectabilis, conhecida no Peru como “icoja
negro” e utilizada na medicina local em infusdes contra reumatismo, foram isolados 3
alcal6ides bis—7,7’—desidronoraporfinicos: urabaina, unonopsina e heteropsina, além do
triterpeno policarpol e dos esteréides estigmasterol e B-sitosterol [LAPREVOTE, et al.,
1987].

H5CO o
< NH
O NH O
‘ OCHg HN 0
HN O >
OCHs

Urabaina Unonopsina
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HN ‘ OCHj
OCH,4

Heteropsina

Outro estudo das cascas do caule de U. spectabilis levou ao isolamento de cinco
alcaldides da classe das azafluorenonas: oniquina (A), 6-hidroxioniquina (B), macondina
(C), ursulina (D) e isoursulina (E), juntamente com alcal6ides oxaporfinicos liriodenina e

lisicamina [LAPREVOTE, et al., 1988].

R R, Rs Ry
A H H H H
B H OH H H
C H H OH OCH;
D OCH; OH H H
E OH OCH; H H

Lisicamina Liriodenina
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A partir das cascas do caule de Unonopsis pacifica foram obtidos os alcaléides
norushinsunina e norcepharadiona, além da liriodenina, unonopsina, heteropsina e do

triterpeno policarpol [ARANGQO, et al., 1988].

Norushinsunine Norcepharadiona A

Mais recentemente tem sido estudada a capacidade leishmanicida das substancias de
algumas espécies de Unonopsis, como € o caso dos alcaldides isolados de extratos de
Unonopsis buchtienii, que possuem uma alta atividade in vitro sobre as formas
promastigotas de Leishmania majore € L. donovani. Dentre eles, o mais ativo foi o
alcaléide oxaporfinico liriodenina, com uma DL;yp de 3,12 pg/mL. Entretanto, esta
substincia mostrou-se bastante citotéxica, com uma DLspde 1 pg/mL sobre as linhagens de
células “Vero”. Por outro lado, a atividade in vitro exercida pelo alcaléide O-
metilmoscatolina sobre Tripanosoma brucei, com IC;oy de 6,25 pg/mL, despertou interesse
também a possivel atividade tripanossomicida destes compostos [WAECHTER, et al.,

1999].

OCH,

HyCO N
N
HaCO =

O-metilmoscatolina
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De Unonopsis stipitata foram isolados os alcaldides fenantrénicos stipitatina,
argentinina e thalicthuberina, e de U. guaterioides os alcaldides aporfinicos asimilobina,

anonaina e norshinsunina e os oxaporfinicos liriodenina e lisicamina [PELLETIER, 1987].

CHg
OH CHj CHg
HaCO N HO N CHy
CH, CHs
HO H3CO
Stiptatina Argentinina Thalicthuberina
(0] HO
< NH NH
o] HaCO
Anonaina Asimilobina

Foram analisados através de CG e CG/EM os 6leos essenciais obtidos das raizes e
frutos de U. guatterioides, sendo que nas raizes predominaram o d-cadinol com teor de
21,6%, 1-terpinen-4-ol com 15,7% e 6xido de cariofileno com 15,3%; nos frutos, os
componentes em maior propor¢cdo sao o B-cariofileno com teor de 22,5%, a-pineno com

11,7% e 6xido de cariofileno 10,4% [FOURNIER, et al., 1997].
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CH, CHs
CH,
“OH OH
H3C C,H3 H3C CH3
d-cadinol 1-terpinen-4-ol
HC CHs
HaC CH,
8 o}
H //
H,C
Oxido de cariofileno a-pineno

1.4 — Unonopsis lindmanii R. E. Fries (R. E. Fries).

FIGURA 1. Unonopsis lindmanii. R. E. Fries. Ramos floridos

Unonopsis lindmanii, conhecida popularmente como “pindaiva-preta” ou ‘“envira-

preta”, € uma arvore freqiientemente encontrada no cerrados e em mata ciliar alagdvel e
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caronal, e seu fruto, quando maduro, € comido por aves [POTT & POTT, 1995]. Nao sdo
encontrados dados de sua utilizagdo popular.

Encontra-se atualmente na literatura, apenas uma publicacdo quanto ao estudo sobre
a constitui¢do quimica de Unonopsis lindmanii, que relata o isolamento biomonitorado pelo
ensaio de toxicidade sobre Artemia salina, a partir das cascas do caule, dos alcal6ides
oxaporfinicos liriodenina e lisicamina, do alcaléide bis—7,7’—desidronoraporfinico
unonopsina e dos esterdides estigmasterol e B-sitosterol [SIQUEIRA, et al., 1998,
SIQUEIRA, 1999].

1.4.1 — Descricao botanica

Unonopsis lindmanii R. E. Fries (R. E. Fries) € uma arvore com 2-18 metros de altura,
folhas estreitas e elipicas de 16-20 x 5-6 cm, bastante densa com pélos eretos na face
abaxial; inflorescéncias pouco floridas, flores verdes ou brancas, frutos monocarpicos
ocorrendo em 6-8, amarelos ou purpuras (quando maduros), 9-22 x 9-10 mm, 1-2 brotos. E
tipico desta espécie apresentar pélos eretos sobre seus ramos novos e na parte de baixo da

lamina das folhas [MAAS, et al., 2001].

1.5 — Ensaios biologicos

Com o intuito de se obter protdtipos naturais e ativos, dois ensaios bioldgicos foram

usados no presente trabalho, sendo eles:

e Toxicidade sobre Artemia salina

e Auvaliacdo alelopdtica em sementes de Lactuca sativa e Allium cepa.
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1.5.1 — Toxicidade sobre Artemia salina

Em busca de avaliar as atividades bioldgicas de extratos de plantas e compostos
isolados, muitos laboratdrios de Produtos Naturais tém inserido dentro de suas rotinas de
isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural diversos ensaios bioldgicos simples, no
intuito de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de plantas na procura de
substancias bioativas. Dentre estes bioensaios, encontra-se a toxicidade sobre Artemia
salina (TAS), que se caracteriza por ser de baixo custo, rdpido, ndo exigir técnicas
assépticas e apresentar boa sensibilidade [SIQUEIRA, 1999; SANTOS, et al., 2007].

A. salina € um microcrusticeo de dgua salgada que é utilizado como alimento vivo
para peixes, sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas de aquaristas. A simplicidade
do bioensaio TAS favorece sua utilizagdo rotineira, podendo ser desenvolvido no préprio
laboratdrio de fitoquimica.

Diversos trabalhos correlacionam a toxicidade sobre A. salina com atividades como
antitumoral [McLAUGHLIN, et al., 1993; TIEW, et al., 2002], citotéxica [ANDERSON, et
al., 1991; BARBOSA, et al. 2005; HIRAMATSU, et al. 2007], tripanossomicida [ZANI, et
al., 1995], entre outras. O trabalho realizado por Parras e colaboradores [2001] indica uma
boa correlacdo entre a DLsy obtida no ensaio de TAS e a DLsy obtida em ensaios de
toxicidade sobre ratos.

O ensaio de toxicidade sobre A. salina representou um marco no que diz respeito a
avaliacdo da atividade bioldgica de extratos de plantas, e até hoje é amplamente empregado

como um ensaio preliminar.

1.5.2 — Alelopatia

Os vegetais liberam no ambiente uma grande quantidade de metabdlitos primadrios e
secunddrios a partir das folhas, caule, raizes e através da serapilheira em decomposi¢do. O
estudo realizado sobre os efeitos desses compostos nas plantas proximas constituem o

campo da alelopatia. Se uma planta pode reduzir o crescimento das plantas vizinhas pela
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liberacdo de compostos quimicos no solo, isso pode ter como conseqii€éncia a maior chance
de acesso a luz, a 4gua e aos nutrientes e, portanto, propiciar sua maior adaptacdo evolutiva
[MALHEIROS & PERES, 2001]. Apesar do termo alelopatia ser aplicado freqiientemente
aos efeitos nocivos dos vegetais sobre espécimes adjacentes, a definicdo precisa também
inclui efeitos benéficos, tais como a indugdo de crescimento e germinacdo [TAIZ, et al.,
2004].

De maneira geral, a acdo alelopdtica de um organismo sobre outro da-se
principalmente através da liberagcao de aleloquimicos, que em sua maioria, constituem-se de
produtos do metabolismo secunddrio. Estes agentes aleloquimicos, que suprimem ou
eliminam outras espécies vegetais competitivas proximas e presente em uma mesma biota,
¢ para onde estd direcionada a atencdo de diversos pesquisadores, visando a busca de
possiveis protétipos de herbicidas naturais [MACIAS, et al., 2006].

E conhecido o dano 2 satde humana e ao ambiente causados por herbicidas, e este
constitui um problema real nos dias de hoje. E o resultado € um aumento no interesse de
estratégias alternativas que levem ao desenvolvimento de herbicidas naturais e compostos
biodegradaveis, que possam ser menos prejudiciais a0 meio ambiente e a saude publica
[MACIAS, et al, 2000]. A utilizag@o de protétipos provindos de produtos naturais € util na
busca de produtos com possibilidade de emprego agroquimico, pois a ampla variedade
estrutural e as promissoras atividades bioldgicas apresentadas em ensaios bioldgicos

favorecem esta busca.
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2 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico das partes aéreas
(folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii, popularmente conhecida como
“pindaiva-preta” e pertencente a familia Annonaceae, visando ampliar a caracterizacio
quimica desta espécie pouco estudada do ponto de vista fitoquimico e avaliar a atividade

bioldgica dos extratos através de bioensaios simples.

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.



3 — Parte Experimental 19

3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 — Material e Métodos

. Para o fracionamento em coluna foi utilizada como fase estaciondria silica gel de
granulometria entre 70-230 mesh (0,063 - 0,200 mm), 60A°, MERCK; e
Sephadex LH-20, AMERSHAM BIOSCIENCES.

. Para cromatografia em camada delgada (CCDS) foram utilizadas placas ativadas
(105°C por 30 minutos) de silica gel 60 G e silica gel GF,s4.

. Para cromatografia em camada preparativa (CCPS) foram utilizadas placas
ativadas de silica gel 60 G ou mistura de silica gel 60 G: GF,s4 na propor¢ao
9:1. Nestas placas a recuperacdo das amostras foi feita com CHClz e MeOH.

. Para cromatografia em camada preparativa de silica gel impregnada com &cido
oxdlico (CCPS-OXA) foi utilizada silica gel 60 G: GF 3s4: 4cido oxdlico na
propor¢do 80:10:05. As placas foram ativadas de maneira normal (Cuidado!
Vapores Téxicos). Para recuperacdo das amostras, foi necessdria a neutraliza¢ao
com NH4OH 10% até pH 7-8, e posterior extragdo com CHCl;.

. Para cromatografia em camada preparativa de silica gel impregnada com nitrato
de prata (CCPS-AgNOs) foi utilizada silica gel 60 G:GFpss: AgNO; na
propor¢ao 80:10:10. As placas foram preparadas em cdmara escura, ndo foram
ativadas e apos 24 horas, foram utilizadas em ambiente ausente de luz. Na
recuperacao das amostras foi utilizado CHCls.

. As revelagdes cromatograficas foram feitas por irradiagdo de luz ultravioleta
(Monitor UV de mao, modelo UVGL - 25, UVP inc. com lampadas BlackRay
de 254 e 365 nm) e com os seguintes reveladores: vanilina (1% em EtOH)
/acido sulfdrico (5% em EtOH) e sulfato cérico (solug@o saturada de sulfato

cérico em 65% em acido sulfirico) ambos seguidos de aquecimento, e reagente

de Dragendorff [STAHL, 1990].
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. A cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG/EM) da
amostra ULFOE-1 foi realizada em equipamento Shimadzu 17A/QP5000, com
detector seletivo de massa, no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia/UFU/MG.

. A cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG/EM) da
amostra ULFOE-2 foi realizada em equipamento Shimadzu QP2010, na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto/USP/SP.

. Os espectros de massas de alta resolu¢c@o foram obtidos no aparelho Ultro TOF-
Q, com ionizacdo por eletrospray. As andlises foram realizadas na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP/SP.

° A determinacdo das rotacdes especificas, [OL]DZO, foram realizadas em
polarimetro Perkin Elmer 341 EM.

. Os espectros de infravermelho foram registrados em espectrofotdmetro Perkin
Elmer modelo 783.

. Os espectros de RMN 'H (300,13 MHz) e RMN "°C (75,48 MHz), DEPT 135° ¢
90°, COSY, NOESY, HMBC e HMQC, gHMBC e gHSQC foram realizados em
um espectrometro da marca BRUKER de 7,05 Tesla, modelo DPX300 (300,13
MHz para a freqiiéncia do hidrogénio), no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/UFMS/MS. Foram
utilizadas sondas de 5 mm, com detec¢do no modo direto (Dual) e no modo
inverso (BBI). Os experimentos gHMBC e gHSQC foram adquiridos com sonda
BBI equipada com uma bobina geradora de gradiente de campo na coordenada
Z.

. s espectros foram processados com multiplicacdo exponencial LB=1.0 Hz para
espectros de carbono e LB=0,3 Hz para os espectros de hidrogénio.

. Todos os espectros de RMN 13C foram adquiridos totalmente desacoplados.

. Para obtencdo dos espectros foram utilizados solventes deuterados, e como
referéncias internas foram utilizados os sinais relativos ao tetrametilsilano

(TMS) e os sinais relativos aos hidrogénios residuais dos solventes: CDCl; (dy
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7,25 € 5(; 77,0), CD3OD (61-1 3,30 € 5C 49,0) € C2D6CO (61-1 2,04 € 5C 29,8; € 5C
206,7).
. Os critérios de pureza adotados para as substancias foram a observacido de uma

tnica mancha em CCDS, variando-se ou nio o sistema de eluicdo, e pelos sinais

nos espectros de RMN 'He “C.

. Para reacio de epoxidacio foi empregado 4cido 3-cloroperéxibenzéico (Ac.
MCPB) 70-75%, balanceado com dcido clorobenzdico e &dgua, ACROS-
ORGANICS.

. Para reacdo de reducdo foi utilizado boroidreto de sédio (NaBH4) 98%,
ALDRICH.

3.2 — Coleta e identificacao do Material Vegetal

Folhas e cerne do caule de Unonopsis lindmanii R. E. Fries (R. E. Fries) foram
localizados e coletados pela Prof* Mrs. Ubirazilda Maria Resende — Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul e a identificacdo botanica foi realizada pelo Prof. Dr. Renato Mello-
Silva — Universidade de S@o Paulo, e as exsicatas foram depositadas no Herbarium

CG/MS, UFMS, Campo Grande — MS, sob os niimeros 4730 e 16548, respectivamente.

3.3- Obtencio do Oleo Essencial das Folhas de U. lindmanii por Hidrodestilacio.

A primeira coleta foi realizada pela manhd no més de marco de 2005 no Pantanal-
MS. Foram pesadas e trituradas 540g das folhas frescas de U. lindmanii, as quais foram
submetidas a extracdo por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger por quatro horas. Foi
adicionado cloroférmio sobre as camadas de Oleo essencial e dgua e as fases foram
separadas. A camada cloroférmica foi filtrada sobre sulfato de sédio anidro e rapidamente

concentrada com N, gasoso, obtendo-se 2,3 mL (0,43% v/p), com 800mg (0,15% p/p), do
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6leo essencial denominado UIFOE-1. O mesmo foi avaliado por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas.

A segunda coleta foi realizada pela manhd no més junho de 2006 no municipio de
Rochedo-MS. As folhas frescas (800 g) foram submetidas a hidrodestilagcdo por quatro
horas e tratadas da mesma maneira como descrito acima, produzindo 3,6 mL (0,45% v/p) e
937 mg (0,12% p/p) do 6leo denominado ULFOE-2. Esta coleta foi realizada com intuito

de se obter mais do sesquiterpeno o-copaeno para reagdes de modificacdo estrutural.

3.3.1 - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) do dleo

essencial das folhas de U. lindmanii UIFOE-1.

A 1dentificacdo dos compostos do 6leo essencial das folhas de U. lindmanii UIFOE-1
foi realizada por CG/EM, em equipamento Shimadzu, modelo CG17A, com detector
seletivo de massa, modelo QP 5000 (Shimadzu). A coluna cromatogréfica utilizada foi do
tipo capilar de silica fundida com a fase estaciondria DB-5 de 30 m de comprimento e 0,25
mm de didmetro interno, utilizando hélio com gis carreador e aquecimento com
programacao de temperatura de 60-240°C a 3°C/min. As temperaturas do injetor e detector

foram fixadas em 220°C e 240°C, respectivamente.

3.3.2 — Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) do dleo

essencial das folhas de U. lindmanii UIFOE-2.

A cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG/EM), foi realizada
em equipamento Shimadzu QP2010, em um sistema operando em impacto eletronico (70
eV) equipado com injetor split (250°C) e com proporgdo slipt 1/30. A coluna utilizada foi
do tipo silica fundida com fase estaciondria DB-5 (30 m x 0,25 mm), utilizando hélio como
gds carreador, o fluxo na coluna de 1,41 mL/mim, pressdo de 87,1 kPa e aquecimento com

programacdo de temperatura de 60-240°C a 3°C/mim.

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.



3 — Parte Experimental 23

3.3.3 — Cromatografia em coluna do éleo essencial UIFOE-1.

O ¢leo essencial (800mg) foi submetido ao fracionamento em coluna de silica gel
(150g), utilizando-se a série eluato: éter de petrdleo, cloroférmio e metanol, em gradiente
crescente de polaridade, sendo coletadas 133 fracdes. Essas fragdes foram analisadas em
CCDS e reunidas de acordo com seus perfis cromatograficos.

Dimensodes da coluna cromatogréfica: 2,4 cm de didmetro interno com coluna de

silica de 60 cm de altura.

TABELA 1. Fracionamento cromatografico do 6leo UIFOE-1.

Eluentes Proporcao Volume (mL) Fracoes
EP 100 468 1-24
EP:CHCI; 90:10 324 25-40
EP:CHCl3 50:50 324 41-57
EP:CHCI; 10:90 324 58-74
CHCls 100 324 75-91
CHCl3:MeOH 90:10 324 92-108
CHCI3:MeOH 50:50 324 109-125
MeOH 100 162 126-133
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TABELA 2. Grupos provenientes do fracionamento do 6leo UIFOE-1.

Fracoes Grupo Peso (mg)
1-4 1 7.7
5-6 2 40,7

7 3 4,2
S 8,0
S 6.8
o - 18,5
m e 19,7
2z e 19,0
3 e 16,3
14-16 4 16,4
17-19 5 61,5
20 e 30,0
21 e 26,3
2 e 20,7
23-24 6 22,4
25-26 7 8,5
27-29 8 16,1
30-95 9 51,2
96-99 10 4.4

100-103 11 6,1
o4 e 10,5
s e 64,3
we - 11,0

107-120 12 4,5

121-133 13 5,2
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3.3.4 — Estratégias gerais de purificacdo e identificacio dos compostos isolados do

oleo essencial UIFOE-1

- Grupo 2
3.3.4.1 - (-)-a-copaeno (1)

As fracdes desse grupo apresentaram-se na forma de 6leo incolor, odorifico, solivel
em cloroférmio. Estas foram cromatografadas em CCDS (eluente: éter de petroleo;
revelador: H,SO4/vanilina e aquecimento), revelando a presenca de um tinico ponto cor-de-

rosa com Rf: 0,75. A andlise dos espectros de RMN IH, RMN 13C, DEPT 135°, HMQC e

HMBC confirmaram ser o sesquiterpeno (-)-0i-copaeno.

- Fracdo 8
3.3.4.2 - Alloaromadendreno (3)

Esta fragc@o apresentou-se como um 6leo incolor, soltiivel em cloroférmio. Pela CCDS
(eluente: éter de petrdleo; revelador: H,SOs/vanilina e aquecimento) pdde-se observar a
presenca de um ponto de cor roxa, Rf 0,55. Foram obtidos os espectros de RMN 'H, RMN
BC e DEPT 135° pelos quais pdde-se confirmar tratar-se do sesquiterpeno

alloaromadendreno.
- Fracdo 20
3.3.4.3 - (+)-Biciclogermacreno (2)

Esta fracdo apresentou-se como um 6leo incolor solivel em cloroférmio, e através de

CCDS (eluente: éter de petrdleo; revelador: H,SOs/vanilina e aquecimento), revelou um
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ponto de cor violeta, Rf 0,40. A substancia foi identificada, através dos dados espectrais de

RMN 'H, RMN "*C e DEPT 135°, como sendo o sesquiterpeno (+)-biciclogermacreno.

- Fragdo 105

Esta fracdo apresentou-se na forma de um 6leo de coloracdo amarelada, e quando
submetida a CCDS (eluente: CHCl;: MeOH 98:2; revelador: H;SOg/vanilina e
aquecimento) apresentou dois pontos, sendo um dos pontos de Rf 0,60 predominante e de
cor violeta, que se eluiu pela placa formando uma cauda, e o outro com Rf 0,75 de
colorac@o rosa.

Parte desta fracio (60,0 mg) foi submetida a CCPS-AgNO3; (eluente: CHCl;: MeOH
7:3; revelador: H,SO.4/vanilina e aquecimento), fornecendo trés subfracoes: 1 (11,2 mg), 2

(15,8 mg) e 3 (9,5 mg).

- Subfracdo 1

3.3.4.4 - (-)-Globulol (4)

Esta subfracdo apresentou em CCDS um ponto de Rf 0,65 e através da andlise de
seus dados espectrais (RMN IH, RMN *C e DEPT 135°) confirmou tratar-se do
sesquiterpeno (—)-globulol .

- Subfracdo 2

Em CCDS (Rf: 0,55) esta subfrac@o revelou a presenca de uma mistura dos produtos
encontrados nas subfracdes 1 e 3.

- Subfragdo 3

3.3.4.5 - (+)-Espatulenol (5)
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Por CCDS esta subfragdao apresentou um ponto de Rf 0,45. Com a andlise de seus
dados espectroscopicos (RMN 'H, RMN "°C e DEPT 135° foi possivel identificar o
sesquiterpeno (+)-espatulenol .

O estudo fitoquimico do 6leo essencial de U. lindmanii (ULFOE-1) resultou no

isolamento de cinco sesquiterpenos e as etapas realizadas estao descritas no esquema 1.

ESQUEMA 1. Estudo fitoquimico do 6leo essencial das folhas de U. lindmanii
(ULFOE-1).

[ UIFOE-1 (800mg) ]

CC de silica-gel
EP: CHCl;: MeOH

+ + Fracdo 20 ] [ Fracdo 105 ]

(-)-o- alloaromadendreno (2) (+) -biciclogermacreno CCPS-AgNO;
copaeno (1) A3) CHCl;: MeOH 7:3

[ (-)-globulol } [ (+)-espatulenol }

C)) €))

3.4 — Obtencao do extrato alcaloidico das folhas de Unonopsis lindmanii

950g das folhas de U. lindmanii secas sob ventilacdo com aquecimento (40°C) foram

pulverizadas e submetidas a extragdo com CHCI3; em meio basico (NH4OH 10%; pH 9) sob
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agitacdo constante por 2 horas, durante 15 dias, obtendo-se 21,25g do extrato alcaloidico
bruto, denominado de UIFALCBr.
3.4.1 - Marcha quimica para alcalbides do extrato UIFALCBr

O extrato foi solubilizado em CHCI; e submetido a marcha quimica para alcal6ides

[SIMOES, et al., 2000], obtendo-se 1,66g do extrato alcaloidico denominado UIFALC,

conforme esquema abaixo:

ESQUEMA 2. Processo de marcha quimica para alcaléides.

[ UIFALCBr (21,25 g) ]

HCI 5%

[ Fase aquosa/acida ] Fase CHCl;

1° NH,OH 10%, pH 9
2° CHCl,

[ Fase CHC]l; alcaloidica ] [ Fase aquosa/ bésica ]

UIFALC
(1,66g)
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O extrato alcaloidico UIFALC foi avaliado em CCDS, na qual detectou-se a presenca

de alcaldides através do reagente de Dragendortf.

3.4.2 — Cromatografia em coluna do extrato alcaloidico UIFALC

O extrato alcaloidico UIFALC (1,0 g) foi submetido ao fracionamento em coluna de
silica (100g), utilizando-se um sistema de eluente com CHCl; e MeOH em gradiente
crescente de polaridade. Foram coletadas 65 fracdes, as quais foram submetidas a andlise
em CCDS e reunidas em grupos conforme semelhanga de seus perfis cromatograficos.

Dimensdes da coluna cromatogréfica: 2,4 cm de didmetro interno com coluna de

silica de 55 cm de altura.

TABELA 3. Fracionamento cromatografico do extrato UIFALC.

Eluentes Proporcao Volume Fracoes

CHCl3 100 300mL 1-14
CHCl3:MeOH 98:2 200mL 15-17
CHCl3:MeOH 96:4 200mL 18-24
CHCl3:MeOH 94:6 200mL 25-34
CHCl3:MeOH 92:8 200mL 35-36
CHCl3:MeOH 90:10 200mL 37-39
CHCI3:MeOH 85:15 200mL 40-43
CHCI3:MeOH 70:30 200mL 44-46
CHCI3:MeOH 50:50 200mL 47-49
CHCI3:MeOH 25:75 200mL 50-52

MeOH 100 200mL 53-55
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TABELA 4. Grupos provenientes do fracionamento do extrato UIFALC.

Fracoes Grupo Peso (mg)

1-16 1 18,7
17-20 2 49,6
21-22 3 21,8
23-24 4 11,6
25-27 5 18,7
28-29 6 24,4
30-35 7 65,4
36-38 8 33,9
v 23,6
40 13,3
) 19,3
42 e 23,2
43 - 27,8
4 e 26,3
45-55 9 19,8

3.4.3 - Estratégias gerais de purificacao e identificacio dos compostos isolados do

extrato UIFALC

- Grupo 2

As fragdes deste grupo apresentaram coloracdo verde-amarelada, com presenca de
varios cristais amarelos pontiagudos, sendo solivel em cloroférmio. Foram analisadas em
CCDS (eluente: CHCl3: MeOH 9:1, revelador: Dragendorff), apresentando trés manchas
principais. A mistura foi submetida a CCPS-OXA (eluente: DCM: MeOH 85:15; revelador:
Dragendorff), fornecendo duas subfracoes: 1 (5,7 mg) e 2 (15 mg).
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- Subfracgdo 1
3.4.3.1 - Liriodenina (6)

Esta subfracdo apresentou-se como cristais pontiagudos de coloracdo amarelada,
sendo soldvel em cloroférmio. Quando analisada em CCDS (eluente: DCM: MeOH 9:1;
revelador: Dragendorff), exibe um ponto de Rf 0,60 que apresenta fluorescéncia no
ultravioleta e coloracdo amarela intensa quando revelada com Dragendorff. A andlise dos

espectros de RMN 'H e RMN "°C confirmou tratar-se alcaléide oxaporfinico liriodenina.
- Subfragdo 2

Esta fracdo apresentou-se como uma mistura de trés pontos, que quando
recromatografados em CCPS-OXA (eluente: CHCl3: MeOH 8:2; revelador: Dragendorff)

ndo apresentaram massa suficiente para que se concluisse sua identificacdo.

- Fracdo 40
3.4.3.3 - (=)-Asimilobina (7)

Esta fracdo se apresentou como um s6lido amorfo de coloragdo marrom, solivel em
cloroférmio, identificada através de dados espectroscopicos de RMN 'H, RMN "C e DEPT
135° como o alcaléide aporfinico (—)-asimilobina. Em CCDS apresenta um ponto quando
revelada com Dragendorff (eluente: CHCIs: MeOH 9:1, revelador: Dragendorff), com Rf
0,40.

- Grupo 9

As fragdes deste grupo apresentaram-se como um sélido amorfo de coloragdo

amarela escura, sendo soluvel em mistura de CHCl3:MeOH 1:1, que quando submetida a
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CCDS (eluente: CHCI3;:MeOH 7:3, revelador: sulfato cérico e Dragendorff) revelava a
presenca de uma mistura de duas substincias, confirmada pelo espectro de RMN 'H das
fracdes deste grupo. Este grupo foi submetido a coluna cromatografica empregando como
fase estaciondria Sephadex LH-20 (100 g) e como fase mével CHCls: MeOH na propor¢ao
1:1 de modo isocritico, obtendo-se 18 fracdes, que foram reunidas de acordo com a
semelhanca de seus perfis apresentados em CCDS.

Dimensodes da coluna cromatogrédfica: 1,5 cm de didmetro interno com coluna de

Sephadex LH-20 de 46,5 cm de altura.

TABELA 6. Subgrupos provenientes da particao do grupo 9.

Fracoes Subgrupo Peso (mg)
1-4 1 4,1
5-13 2 10,6
14-18 3 4,0
-Subgrupo 2

3.4.3.4 - (38, 58, 8R)-3,5-diidréxi-megastigma-6,7-diene-9-ona (9)

Este subgrupo apresentou-se como um sé6lido amorfo de cor amarela escura solivel
em CHCl3, aparecendo apenas um ponto em CCDS, de Rf 0,5 e coloragdo marrom quando
revelada com sulfato cérico (eluente: CHCl;:MeOH 7:3; revelador: sulfato cérico e
aquecimento). A andlise de seus dados de RMN uni e bidimensionais revelaram a presenca
de sinais compativeis com um composto pertencente a classe dos megastigmanos,
denominado de (3S, 55, 8R)-3,5-diidréxi-megastigma-6,7-diene-9-ona.

Do extrato alcaloidico das folhas de U. lindmanii foram isolados dois alcaléides,
sendo um aporfinico e outro oxaporfinico, e dois compostos da classe dos megastigmanos,

e os procedimentos utilizados estdo sucintamente descritos no esquema abaixo:
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ESQUEMA 3. Estudo fitoquimico do extrato UIFALC

UIFALC (1,50 g)

CC de silica-gel
CHCl;: MeOH

CCPS-OXA CC Sephadex LH-20 CC Sephadex LH-20
DCM:MeOH 85:15 CHCl;: MeOH 1:1 CHCl;3: MeOH 1:1
[ Liriodenina (6) ] [ (-)-Asimilobina (7) ]

Gruoo 9

(3S, 55, 8R)-3,5-diidroxi-
megastigma-6,7-diene-9-ona (9)

3.5 — Obtencio do extrato etandlico do cerne de Unonopsis lindmanii

O cerne do caule seco e triturado (2,95 Kg) de U. lindmanii foi submetido a
maceragdo em dlcool etilico durante 15 dias, obtendo-se 28,5 g do extrato denominado Ulc.
O extrato Ulc ainda em élcool etilico, apresentou um precipitado, separado do sobrenadante
ap6s centrifugacdo, dando origem a um precipitado UlcPpt (15,5g) e um sobrenadante
UlcSob (13,0g).

O precipitado UlcPpt foi submetido a extragdo com diclorometano seguida de

centrifugagdo, originando uma fragao diclorometanica UlcSolDCM (6,7g) e um precipitado

UlcInsDCM (8,7g), conforme esquema abaixo:
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ESQUEMA 4 . Fracionamento do extrato etandlico do cerne de U. lindmanii.

[ Ule (2,95 Kg) ]

Maceracdo com EtOH

(15 diag)

[ Extrato etandlico ]

1. Formagio de precipitado em EtOH
2. Centrifugacgdo

PRECIPITADO SOBRENADANTE

UlcPpt (15,5g) UlcSob (13,0g)

‘ Extra¢cdo com DCM

{ UlcSolDCM } UlcInsDCM

(8.72)

(6,7g)

Quando submetida espectroscopia de RMN, a parte insolivel em DCM (UlcInsDCM)
apresentou apenas sinais relativos a agucares, evidenciados pelo espectro de RMN PC na
regido entre Oc 60-110 ppm. Optou-se por trabalhar a parte solivel em DCM
(UlcSolDCM), que apresentava diversos grupos de sinais distribuidos em por diversas

regides nos seus espectros de RMN 'H e RMN "C.
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3.5.1 - Cromatografia em coluna do extrato UlcSolDCM

UlcSolIDCM (6,0g) foi submetido ao fracionamento em coluna cromatografica de
silica gel (150 g), utilizando-se em gradiente crescente de polaridade: hexano, acetato de
etila e metanol, tendo sido coletadas 260 fracdes. Essas fracdes foram analisadas em CCDS
e reunidas de acordo com seus perfis cromatogréficos.

Dimensodes da coluna cromatogréfica: 3,5 cm de didmetro interno com coluna de

silica de 30 cm de altura.

TABELA 7. Fracionamento cromatografico do extrato UlcSolDMC.

Eluentes Proporc¢ao Volume Fracoes
Hx 100 486mL 1-35
Hx:AcOEt 99:1 243mL 36-50
Hx:AcOEt 97:3 243mL 51-69
Hx:AcOEt 95:5 243mL 70-85
Hx:AcOEt 93:7 243mL 86-96
Hx:AcOEt 90:10 243mL 97-114
Hx:AcOEt 80:20 243mL 115-130
Hx:AcOEt 70:30 243mL 131-160
Hx:AcOEt 60:40 243mL 161-166
Hx:AcOEt 50:50 243mL 167-180
Hx:AcOEt 75:25 243mL 181-190
AcOEt 100 243mL 191-200
AcOEt:MeOH 90:10 243mL 201-210
AcOEt:MeOH 50:50 243mL 211-220
MeOH 100 486mL 221-260
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TABELA 8. Grupos provenientes do fracionamento do extrato UlcSolDCM.

Fracoes Grupo Peso (mg)
1-39 1 6,0
40-57 2 75,7
58-80 3 42,1
81-115 4 55,3
116-119 5 32,7
0 40,3
121-125 6 36,9
126-140 7 70,4
141-169 8 15,7
170-175 9 38,0
176-197 10 102,3
198-202 11 55,3
203-210 12 125,9
211-217 13 28,5
218-223 14 248,2
224-226 15 15,6
227-233 16 73,9
234-249 17 60,5
250-260 18 140,0

3.5.2 — Estratégias gerais de purificacdo e identificacio dos compostos isolados do

extrato UlcSolDCM

- Fracdo 120

3.5.2.1 - B-sitosterol (10) e estigmasterol (11)
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Nesta fracdo foi observada a presenca de cristais pontiagudos de coloracdo branca,
soluveis em CHCI;. Através do perfil cromatografico em CCDS comparativo com padroes,

aliado aos dados de RMN lH, RMN "°C e DEPT 135°, foi identificado nesta fracdo uma

mistura dos esterdides B-sitosterol e estigmasterol.

-Grupo 14

As fracdes desse grupo apresentavam-se como duas manchas principais em CCDS
(eluente: CHCl3: MeOH 9:1; revelador: sulfato cérico e aquecimento), sendo uma delas de
coloracdo azul e Rf 0,75 e outra de cor amarela e Rf 0,6. Este grupo foi recromatografado
em coluna de Sephadex LH-20 (100 g), empregando-se como fase mével CHCl;: MeOH na
propor¢do 1:1 de modo isocrético, obtendo-se 40 fracdes. As fragdes foram reunidas de
acordo com seus perfis em CCDS.

Dimensodes da coluna cromatogréfica: 1,5 cm de didmetro interno com coluna de

Sephadex LH-20 de 46,5 cm de altura.

TABELA 9. Subgrupos provenientes da particdo do grupo 14.

Fracoes Subgrupo Peso (mg)
1-17 1 69,4
18-22 2 38,8
23-28 3 19,6
29-33 4 33,6
34-36 5 35,4
37-40 6 7,1
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-Subgrupo 2
3.5.2.3 - (-)-Siringaresinol (12)

As fracdes deste subgrupo apresentaram-se como um sélido amorfo de cor
amarelada, sendo solivel em CHCl; com gotas de MeOH. Seu perfil cromatografico em
CCDS (eluente: CHCls: MeOH 9:1; revelador: sulfato cérico e aquecimento) continha
apenas um ponto revelado em azul intenso com sulfato cérico, de Rf 0,50, e que através de
dados de RMN lH, RMN °C e DEPT 135°, foi identificado como sendo a lignana
(-)-siringaresinol. E o primeiro relato da ocorréncia de lignanas no género Unonopsis.

-Subgrupo 5
3.5.2.4 - N-trans-feruloiltiramina (13)

O perfil cromatografico em CCDS deste grupo apresentou apenas um ponto de Rf 0,7
(eluente: CHCl3:MeOH 9:1), que se revela amarelo claro em sulfato cérico. Seus dados de
RMN uni e bidimensionais sd3o compativeis com o derivado do dcido cindmico N-trans-
feruloiltiramina, cuja ocorréncia estd sendo pela primeira vez descrita no género

Unonopsis.

- Grupo 18

Este grupo apresentou varios pontos em CCDS (eluente: CHCIl;: MeOH 8:2;
revelador: sulfato cérico e aquecimento), sendo dois deles predominantes. Optou-se a
submeté-lo novamente a cromatografia em coluna, com fase estaciondria de Sephadex LH-
20 (100 g), com eluicdo isocratica de CHCls: MeOH 1:1, sendo obtidas desse processo 40
fragdes.

Dimensdes da coluna cromatografica: 1,5 cm de didmetro interno com coluna de

Sephadex LH-20 de 46,5 cm de altura.
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TABELA 10. Subgrupos provenientes da parti¢ao do grupo 18.

Fracoes Subgrupo Peso (mmg)
1-18 1 56,4
19-23 2 16,5
24-30 3 20,6
31-37 4 23,5
38-40 5 2,5
- Subgrupo 4

Na andlise deste subgrupo em CCDS (eluente: CHCl3: MeOH 85:15; revelador:
sulfato cérico e aquecimento) foi observada a presenca de dois pontos principais. Este
subgrupo foi recromatografado em CCPS (eluente: CHCls: MeOH 8:2; revelador: sulfato
cérico e aquecimento), do qual obteve-se trés subfracdes: 1 (3,1 mg), 2 (6,0 mg) e 3 (3,6

mg).
- Subfragdo 1

Através da andlise de CCDS (CHCls: MeOH 85:15; revelador: sulfato cérico e
aquecimento) e RMN IH, constatou-se que esta subfracdo (Rf 0,9) era constituida apenas de

material graxo e produtos de degradacao.
- Subfragdo 2
3.5.2.5 - (-<)-Anonaina (8)

Nesta subfracdo observou-se apenas um ponto em CCDS (eluente CHCls: MeOH

85:15; revelador: sulfato cérico e Dragendorff), de Rf 0,5. Identificou-se através da andlise
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espectroscépica (RMN 'H, RMN "°C e DEPT 135°) que esta subfracdo era constituida pelo

alcal6ide aporfinico (—)-anonaina.

- Subfragado 3

Asimilobina (7)

As amostras que compunham esta subfracdo apresentaram-se como um unico ponto
em CCDS, com Rf 0,35 (eluente: CHCIl;: MeOH 85:15; revelador: sulfato cérico e
Dragendorff). A andlise de seu espectro de RMN 'H e RMN C revelou a presenga do
alcal6ide asimilobina, anteriormente isolado do extrato alcaloidico das folhas.

Do estudo fitoquimico do cerne de U. lindmanii foram identificados sete compostos,
sendo uma mistura de dois esterdides, trés alcaldides, uma lignana e um derivado do dcido
cinamico. As etapas de fracionamento desse extrato e isolamento das substincias estdo

descritas no esquema 5.
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ESQUEMA 5. Estudo fitoquimico do extrato UlcSolIDCM

UlcSolDCM (6,0g)

CC de silica-gel
Hx: AcOEt: MeOH

Fracdo 120 ‘ Gruno 14 Gruno 18

CC Sephadex LH-20
™ CHCl;: MeOH 1:1 ™=

B-sitosterol (10) +

estigmasterol (11) [_
Subgruno 4

{ (-)-Siringaresinol } N-trans-feruloil }

CCPS
CHCl;: MeOH
8:2

(12) tiramina (13)

[ (-)-Anonaina (8) ] [ Asimilobina (7)

3.6 — Ensaios Biolégicos

3.6.1 — Teste de toxicidade sobre Artemia salina (TAS)

O teste de toxicidade sobre Artemia salina (TAS) é considerado um ensaio preliminar
e apresenta uma boa correlacio com o teste de citotoxicidade sobre células 9KB
[McLAUGHLIN, et al., 1991], sendo entdo utilizado para o monitoramento de extratos de
plantas que apresentam propriedades citotoxicas e antitumorais. Este ensaio ¢
caracterizando pelo baixo custo e considerdavel sensibilidade. Os extratos e 6leo essencial
obtidos de U. lindmanii foram testados frente ao TAS, como descrito na tabela abaixo

(TABELA 11):
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TABELA 11. Extratos de U. lindmanii testados no ensaio de toxicidade sobre A. salina e

suas respectivas concentragdes:

Extratos teste Concentracoes (ug/mL)
Extrato alcaloidico das folhas - UIFALC 43,9;21,9¢ 10,9
Oleo essencial das folhas - UIFOE 25,0; 12,5 € 6,25
Extrato etanodlico do cerne - UlcSolDCM 1000; 500 e 250

Ovos de A salina obtidos comercialmente (80 mg) sdo mantidos em uma solucdo de
sal marinho sintético (38 g/L, pH 8-9), sob oxigenac¢do constante e a eclosdo ocorre em 24
horas.

Alguns dos materiais utilizados no ensaio de TAS estdo descritos na tabela abaixo
(TABELA 12):

TABELA 12. Materiais utilizados para o ensaio de toxicidade sobre A. salina.

Materiais utilizados Descricao Marca
DMSO C,HeSO, 99% MERCK
Sal marinho - MARINEMIX
Sulfato de quinidina C40H50N405S ALDRICH
Ovos de Artemia salina Ovos de alta eclosdo MARAMAR

Apos as primeiras 24 horas, as larvas eclodidas atingem o estdgio de nauplio e sdo
transferidas para frascos contendo as solucdes teste e controles (branco e sulfato de
quinidina); depois de 72 horas € feita a leitura do nimero de larvas vivas e de mortas
(TABELA 13). As diluicdes das amostras e do controle positivo (sulfato de quinidina nas
concentracOes de 428, 214 e 107 pg/mL) foram feitas pelo método de dilui¢do aritmética
em solucdo de sal marinho sintético com 1% de DMSO (v/v). Em cada frasco foram

adicionadas 10 larvas, 3 mL de solu¢do (amostra teste e controles), sendo que as

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.



3 — Parte Experimental 43

concentragdes foram testadas sempre em triplicata. A metodologia empregada € descrita

por McLaughlin [1991].

TABELA 13. Cronograma do ensaio de toxicidade sobre A. salina (TAS)

Procedimento realizado Horéarios
Adicao dos ovos na cuba com oxigenagao Oh
Eclosdo e maturag@o dos ovos 24h
Transferéncia das larvas para frascos com as solugdes (amostras e controles) 48h
Leitura do teste 72h

Utilizou-se o método probitos de andlise para obtencdo das DLsy e respectivos
intervalos de confianga. O extrato € considerado ativo quanto o valor de TAS < 1000 ppm

[FERRIGNI, et al., 1984].

3.6.2 — Avaliacao alelopatica em sementes de Lactuca sativa e Allium cepa

O ensaio consiste no acompanhamento da inibicdo/indu¢do de germinacdo de
sementes, bem como o crescimento e desenvolvimento de radiculas e hipocdtilos de
plantulas de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola) em presenca de um extrato ou
substancia a ser avaliado.

Sao espalhadas em placas de Petri, 25 sementes das espécies modelo e as solugdes das
amostras teste. Os extratos e d6leo essencial foram solubilizados em solug¢do tampao MES
(pH 6.,0) e para facilitar a solubilizagdo foram utilizados 5 pL/mL de DMSO. As placas
com as sementes sdo adicionados 4 mL das solucdes teste e controle, sendo estas placas
mantidas em temperatura constante a 25°C e no escuro. As concentragdes das amostras
foram testadas em triplicatas.

Os materiais empregados no ensaio estio relacionados na tabela abaixo:
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TABELA 14. Materiais utilizados no ensaio de Avaliacdo Alelopdtica.

Materiais utilizados Descricao Marca
Sementes de alface Alface: Green Salad (mimosa), semente FELTRIN
(L. sativa) comercial, 90% de germinagdo.
Sementes de cebola Cebola: Baia periforme “Blu Line”, AGRISTAR
(A. cepa) semente comercial, 97% de germinacao.
Solugdo tampao, ajustada a MES SIGMA
pH 6,0 com NaOH 1% (2-morpholinoethanesulfonic acid,
CeH3NO4S. H>O), min. 99%, faixa de
pH 5,5-6,7.
DMSO C,HeSO, 99% MERCK
Placas de Petri 9 cm de diametro PYREX
Papel filtro N° 02 WHATMAN
Incubadora B.O.D Modelo 411D NOVA ETICA

. Preparo das soluc¢oes

-Controle negativo (branco)

No bioensaio utilizou-se como controle negativo (branco) apenas solucdo tampao

MES (1,95 mg/mL) em é4gua destilada, com ajuste do pH a 6,0 com NaOH 1%.

-Amostras

Os extratos obtidos das folhas e cerme de U. lindmanii foram testados nas

concentragdes descritas na tabela abaixo (TABELA 15):
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TABELA 15. Extratos de U. lindmanii testados no ensaio de avaliacdo alelopatica e

suas respectivas concentracoes.

Extratos teste Concentracoes (iug/mL)
Extrato alcaloidico das folhas - UIFALC 1000; 500 e 250
Oleo essencial das folhas - UIFOE 1000; 500 e 250
Extrato etanodlico do cerne - UlcSolDCM 1000; 500 e 250

Apoés o 6* dia, as placas de Petri foram retiradas da incubadora e mantidas por 48
horas em freezer, para interromper o crescimento. As placas foram descongeladas e o

comprimento dos hipocétilos e das radiculas foram medidos (TABELA 16).

TABELA 16. Cronograma do ensaio de avaliagc@o alelopatica.

Procedimento realizado Dias
Preparo do teste 1° dia
Retirada das placas de Petri da incubadora 6° dia
Leitura do comprimento das radiculas 8° dia
Leitura do comprimento dos hipocétilos 8° dia

3.7 - Dados Fisico-quimicos

3.7.1 - (-)-a -copaeno (1)

Formula molecular: C;5Ho
Peso molecular: 204 u.m.a.
Estado fisico: 6leo incolor

Solubilidade: CHCl3, DCM, Hx
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[alp®: -8,8 (CHCl3, c: 0,00125); literatura - [ot]p™ : -6,53 (CHCls, c: 2,3%) [KAPADIA, et
al., 1987].

IV/FT: 3026 cm™; 2914 cm™; 1465 cm™; 1369 cm™; 784 cm™.

RMN 'H (300 MHz, CDCls, 8): 5,20 (s/, Hs); 2,18 (¢, Hy); 2,09 (m, Hy); 1,66 (m, He);
1,66 (s, Hys); 1,65 (m, Hi1); 1,54 (m, Hg); 1,53 (m, Ho); 1,52 (m, Hy); 1,51 (d, J 4,6 Hz, Hs);
0,85 (d, J 4,7 Hz, Hy2); 0,84 (d, J 4,7 Hz, Hy3); 0,78 (s, Hya).

RMN "C (75 MHz, CDCl3, 8): 143,9 (C4); 116,1 (C3); 54,3 (Cs); 44,8 (C)); 44,3 (Co);
39,4 (Cio); 36,9 (C7); 36,3 (Cy); 32,2(Cyy); 30,1 (Cy); 23,1 (Cys); 21,8 (Cs); 19,9 (Cyq); 19,7
(C13); 19,3 (Cy2).

3.7.2 — (+)-biciclogermacreno (2)

Formula molecular: C;5Ho

Peso molecular: 204 u.m.a.

Estado fisico: 6leo incolor CHj
Solubilidade: CHCls;, DCM

[alp® : +19,2 (CHCls, c: 0,00234); literatura - [alp>' : + 61,0 (acetona, c: 0,0015)
[NISHIMURA, et al., 1969].

RMN 'H (300 MHz, CDCls, §): 4,82 (dd, J 11,1 e 5,0 Hz, H)); 4,34 (d, J 11,5 Hz, Hs);
2,36 (d, J 12,2 Hz, Hz); 2,21 (m, Ho); 2,05 (d, J 12,2 Hz, Hy); 1,87 (m, Hyg); 1,64 (s, Hys);
1,46 (s, Hys); 1,23 (m, He); 1,06 (s, Hy3); 1,00 (s, H); 0,56 (m, Hy).

RMN “C (75 MHz, CDCl3, §): 140,8 (Cyo); 127,9 (C4); 126,4 (Cs); 124,8 (C)); 41,1 (C3);
37,2 (Co); 30,0 (C7); 29,2 (C12); 26,9 (Ce); 26,8 (Cg); 26,0 (Ca); 20,8 (Cy5); 19,8 (C1y); 16,5
(C14); 15,4 (Cy3).
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3.7.3 — Alloaromadendreno (3)

Formula molecular: C;sHo4

Peso molecular: 204 u.m.a.

Estado fisico: 6leo incolor

Solubilidade: CHCl;, DCM

IV/FT: 2925 cm™; 2867 cm™; 1459 cm™; 885 cm™.
RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 8): 4,71 (s, Hisa); 4,69 (s, Hip); 2,66 (m, Hy); 2,31 (m,Hoy);
2,29 (m, Hop); 2,06 (m, Hya); 1,86 (m, Haa); 1,86 (m, Hs); 1,82 (m, Hsa); 1,71 (m, Hap); 1,71
(m, Hay); 1,30 (m, Hsp); 1,31 (m, Hap); 0,99 (s, Hiz); 0,94 (s, Hi2); 0,91 (d, J 6,8 Hz, Hs);
0,54 (ddd, J 6,7; 10,1; 11,8 Hz, H;); 0,23 (dd, J 9,9; 10,6 Hz, Hy).

RMN "C (75 MHz, CDCls, 8): 152,5 (Cyp); 109,6 (C14); 50,8 (C)); 42,1 (Cs); 37,8 (Ca);
35,7 (Co); 31,2 (C3); 28,6 (C13); 28,2 (Ca); 24,8 (C7); 23,5 (Ce); 22,1 (Cy); 17,1 (Cyy); 16,4
(Ci5); 15,8 (Cp2).

3.7.4 - (-)-globulol (4)

Férmula molecular: C;sH»cO
Peso molecular: 222 u.m.a.
Estado fisico: 6leo amarelado
Solubilidade: CHCI;, DCM
[alp®: - 5,52 (CHCls, c: 0,0085).
IV/FT: 3404 cm™; 3000 cm™; 2954 cm™; 2867 cm™'; 1461 cm™; 1288 cm™,

RMN 'H (300 MHz, CDCls, 8): 1,89 (m, Hy); 1,24 (m, Ha); 1,09 (s, Hia); 1,00 (s, Hio):
0,96 (s, Hi3); 0,91 (s, Hys); 0,54 (m, H7); 0,51 (m, Hg).

RMN C (75 MHz, CDCls, 8): 75,2 (C10); 57,0 (C1); 44,6 (Co); 39,6 (Cs): 36,4 (Ca); 34,6
(C3); 28,6 (Cia); 28,3 (Co); 26,7 (Cq); 26,1 (Cy); 20,2 (Cis); 20,1 (Cs); 19,3 (Cin); 16,0
(Ci2); 15,8 (Cy3).

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.



3 — Parte Experimental 48

3.7.5 - (+)-espatulenol (5)

Formula molecular: C;5H,,O

Peso molecular: 220 u.m.a.

Estado fisico: s6lido amorfo branco
Solubilidade: CHCl;, DCM

[alp™ : +4.6 (CHCl, c: 0,0095), literatura - [ot]p>* : +5,3 (CHCls, ¢: 0,0085) [[WABUCHI,
et al., 1987].

IV/FT: 3417 cm™; 3076cm™; 2954 cm™; 2862 cm™; 1454 cm™; 1288 cm™, 887 cm™; 774
cm’.

RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 8): 4,68 (s, Hi); 4,65 (s, Hig); 1,27 (s, His); 1,04 (s, Hys);
1,03 (s, Hyy); 0,69 (m, Hy); 0,45 (dd, J 9,7; 10,5 Hz, H).

RMN "C (75 MHz, CDCls, §): 153,4 (C10); 106,2 (C14); 80,9 (C4); 54,3 (Cs); 53,3 (C));
41,7 (C3); 38,8 (Co); 29,9 (Ce); 28,6 (C13); 27,5 (C7); 26,7 (Ca); 26,0 (Cys); 24,7 (Cs); 20,7
(Ci1); 16,3 (Cy2).

3.7.6 — Liriodenina (6)

Férmula molecular: C;7HoNO;

Peso molecular: 275 u.m.a.

Estado fisico: cristais amarelos
Solubilidade: CHCl; com gotas de MeOH
RMN 'H (300 MHz, CDCls, 8): 8,87 (d, J 5,2 Hz, Hs); 8,61 (dl, J 8,1 Hz, H})); 8,55 (dl, J
8,1 Hz, Hy); 7,76 (d, J 5,2 Hz, Ha); 7,75 (m, Hyo); 7,56 (¢, J 8,1 e 7,0 Hz, Hy); 7,18 (s, H3);
6,36 (s, OCH0).

RMN 3C (75 MHz, CDCl3, §): 182,2 (C7); 151,9 (Csy); 148,0 (Cy); 145,0 (C)); 144,5 (Cs);
135,9 (Ci1a); 1339 (Cio); 132,8 (C3a); 131,2 (Cra); 128,8 (Cy1); 128,6 (Co); 127,3 (Cs);
124,3 (Cyp); 123,2 (Cy); 108,1 (Cy,); 103,2 (Cs); 102,5 (OCH0).
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3.7.8 — (-)-asimilobina (7)

Formula molecular: C;7H7NO,

Peso molecular: 267 u.m.a.

Estado fisico: s6lido amorfo marrom escuro
Solubilidade: CHCl; DCM

IV/FT: 3415 cm™; 2925 cm™; 2862 cm™; 1662 cm™; 1593 em™; 752 cm™

[alp® : - 74,5 (MeOH, c: 0,00106), literatura - [ot]p>* : -152,5 (CHCls, c: 0,23) [HSIEH, ez
al., 1999].

RMN 'H (300 MHz, CDCl;, 8): 8,28 (d, J 7,9 Hz, H)); 7,25-7,30 (m, Hg, Ho, H,); 6,70
(s, Hs); 3,87 (d, J 13,0 Hz, Hs); 3,58 (s, OCH3); 3,47 (s, He,); 2,74 (d, J 13,0 Hz, Hy).
RMN "C (75 MHz, CDCl;, §): 149,0 (C,); 143,3 (C)); 134,7 (C7); 131,5 (Ci1a); 128,5
(Civ); 128,2 (Cy); 127,9 (Co); 127,5 (Cio); 127,4 (Ci1); 125,8 (C3a); 125,6 (Cra); 114,5 (Cs);
60,4 (OCHs3); 53,3 (C6a); 42,4 (Cs); 35,7 (C7); 27,2 (Ca).

3.7.8 = (-)-anonaina (8)

Férmula molecular: C;7H;5sNO;
Peso molecular: 265 u.m.a.

Estado fisico: s6lido amorfo amarelo
Solubilidade: CHCIl; MeOH

IV/FT: 3388 cm™; 2921 cm™; 2850 cm™; 1594 cm™; 1423 cm™; 775 cm™

[olp?® : - 34,0 (CHCI;, c: 0,0010), literatura - [of]p** : -68,0 (CHCl3, c: 0,23) [HSIEH, et al.,
1999].

RMN 'H (300 MHz, CD;OD, 8): 7,95 (d, J 7,3 Hz, Hy); 7,14-7,16 (m, Hs, Ho, H); 6,48
(s, H3); 5,96 (sI, OCH,0) e 5,81 (sI ,OCH,0); 3,77 (dd, J 4,9; 13,5 Hz, He,); 3,21 (m, Hs);
2,86 (d, J 6,9, Hy); 2,66 (d, J 13,5 Hz, Hz,); 2,56 (d, J 13,5 Hz, Hy).
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RMN "*C (75 MHz, CD;OD, §): 148,5 (Cy); 143,9 (C)); 136,0 (C7); 132,2 (C112); 129,0
(Civ); 128,6 (Cg); 128,6 (Cza); 128,1 (Co); 128,0 (Cio); 127,6 (C11); 117,2 (Cra); 108,8 (Ca);
102,0 (OCH20); 54,5 (Cea); 43,9 (Cs); 37,2 (C7); 29,3 (Ca).

3.7.9 - (35, 55, 8R)-3,5-diidroxi-megastigma-6,7-diene-9-ona (9)

Férmula molecular: Ci3H00;

Peso molecular: 224 u.m.a.

Estado fisico: s6lido amorfo amarelo escuro
Solubilidade: CHCI;, DCM.

ESIMS (ESI: +) m/z (int. rel.): 247,13 [M+Na]* (100); 225,15 [M+H]" (54); 207,14 (33);
186,15 (16); 157,08 (9); 123,11 (5).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3, §): 5,82 (s, Hy); 4,31 (11, J 12,0; 11,4; 4,1 e 4,1 Hz, Hs); 2,27
(ddd, J 13,1; 4,1; 2,1 Hz; Hyeq); 2,16 (s, Hio); 1,96 (ddd, J 12,6; 4,1; 2,1 Hz, Haeq); 1,42 (dl,
J 13,1 Hz, Hayy); 1,40 (s, Hiz); 1,36 (s, Hi2); 1,32 (dl, J 12,6 Hz, Haax); 1,13 (s, Hip).

RMN C (75 MHz, CDCl3, 8): 209,5 (Co); 198,1 (C7); 118,7 (Ce); 100,7 (Cs); 72,3 (Cs);
63,8 (C3); 48,9 (C2); 48,7 (Cs); 36,1 (C1); 31,6 (C11); 30,9 (Ci3); 29,0 (Ci2); 26,3 (Cio).
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3.7.10 - B-sitosterol (10)* e Estigmasterol (11)

Formula molecular: C,o0Hs00 (10)* e CooHys0 (11)

Peso molecular: 414 u.m.a. (10)* ¢ 412 u.m.a (11)

Estado fisico: s6lido branco cristalino

Solubilidade: CHCI;, DCM.

RMN 'H (300 MHz, CDCls, 8): 5,34 (d, J 4,1Hz, He)*; 5,34 (d, J 4,1Hz, He); 5,14 (dd, J
8,4 e 15,2 Hz, Hx,); 5,00 (dd, J 8,1 e 15,3 Hz, Ha3); 3,51 (m, H3)*; 3,51 (m, H3).

RMN "C (75 MHz, CDCls, 3): 140,6 (Cs)*; 140,6 (Cs); 138,3 (Ca2); 129,2 (Ca3); 121,7
(Co)*; 121,7 (Ce); 71,8 (C3)*; 71,4 (C3); 56,8 (Cia); 56,7 (Cia)™; 56,0 (Ci7)*; 55,9 (Ci7);
51,2 (Ca4); 50,1 (Co)*; 50,1 (Co); 45,8(Caa)*; 42,2 (Ca)*; 42,2 (Ca); 42,2 (Ci3)*; 42,2 (Ci3);
40,4 (Ca0); 39,7 (Ci2)*; 39,6 (Ci2); 37,2 (C)*; 37,2 (Cy); 36,4 (Cio)*; 36,4 (Cio); 36,1
(C20)*; 33,9 (C22)*; 31,8 (Cas); 31,8 (C7)*; 31,8 (Cr); 31,8 (Cg)™; 31,8 (Cg); 31,5 (C2)*; 31,5
(C2); 29,3 (Ca5)*; 29,0 (Cie); 28,2 (Cle)™; 26,0 (Ca3)*; 25,4 (Cag); 24,3 (Cis); 24,2 (Cis)™;
23,0 (Co)*; 21,2 (Ca1); 21,0 (Ci)*; 21,0 (Cir); 19,8 (Can)™; 19,3 (Cio)*; 19,3 (Cio); 19,0
(Ca6)*; 19,0 (C26); 18,9 (C21)*; 18,7 (Ca7); 12,2 (Cao); 12,0 (Cg); 11,9 (Cr0)™; 11,8 (Cig)*.
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_—~CHg

3.7.11 — (-)-siringaresinol (12)

OH

Foérmula molecular: CooH,605 o/C

Peso molecular: 418 u.m.a.

Estado fisico: s6lido amorfo amarelo HO

Solubilidade: MeOH Hio—©

IV/FT: 3413cm™; 2933 cm™; 1729 cm™; 1614 cm™; 1515 cm™; 827 cm™

[alp® : - 34,0 (MeOH, c: 0,00152), literatura - [o]p>’ : -50,0 (CHCls, c: 0,32) [CHIBA, et
al., 2002).

RMN 'H (300 MHz, CDCI; e gotas de CD;OD, 9): 6,52 (s, Hy, He¢ e Hy, Hg'); 4,65 (d, J
5,0 Hz, H; e Hy); 4,22 (m, Ho ¢ Ho); 3,82 (m, Ho ¢ Hy) 3,83 (s, 3-OCH3, 5-OCHs e 3’-
OCHj, 5°-OCHj); 3,80 (m, Hg e Hy).

RMN “C (75 MHz, CDCl; e gotas de CD;0D, §): 147,2 (Cs, Cs e Cy, Cs); 134,3 (Cse
Cy); 131,7 (Cy e Cy); 102,7 (Ca, Cs e Ca, Ce); 86,0 (C7e Cr); 71,6 (Co e Co); 56,2 (3-
OCHj3, 5-OCHs e 3’-OCH3, 5°-OCHs); 54,1 (Cge Cg).

3.7.12 — N-trans-feruloiltiramina (13)

OH
o /\/©/
Formula molecular: Ci3H;oNO, X

N
Peso molecular: 313 u.m.a. o 'l*

Estado fisico: s6lido amorfo amarelo escuro H3C/O

Solubilidade: CHCl; com gotas de MeOH

RMN 'H (300 MHz, CDCI; e gotas de CD;OD, d): 7,42 (d, J 15,4 Hz, H;); 6,97 (d, J 7,7,
Hy e He'); 6,94 (d, J 8,9 Hz, He); 6,92 (sl, Hy); 6,69 (d, J 7,7 Hz, Hs e Hs); 6,78 (d, J 8,3
Hz, Hs); 6,18 (d, J 15,4 Hz, Hy); 3,82 (s, 3-CHa); 3,49 (7, Hy); 2,71 (¢, Hy).

RMN "C (75 MHz, CDCl; e gotas de CD30D, §): 166,9 (Co); 155,2 (Cy); 147,6 (Cy);
147,0 (C3); 141,2 (Cy); 129,7 (Co e Cg); 129,6 (Cy0); 126,9 (Cy); 122,0 (Ce); 117,5 (Cs);

115,3 (C3 € Cs); 114,9 (Cs); 110,0 (Cy); 55,7 (3-OCHz); 40,9 (Cg); 34,4 (Cy).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne) de Unonopsis lindmanii
conduziu ao isolamento e identificacdo de quinze compostos e a obtenc¢do de dois produtos
por modificacdo estrutural, os quais sdo sumarizados nas tabelas abaixo (TABELAS 17 e

18):

TABELA 17. Compostos isolados de Unonopsis lindmanii.

COMPOSTO ESTRUTURA ORIGEM CLASSE
(-)-a-copaeno (1) Folhas — Oleo Sesquiterpeno
essencial copaano
(+)- Folhas — Oleo Sesquiterpeno
biciclogermacreno essencial biciclogermacrano
(2)
Alloaromadendreno Folhas — Oleo Sesquiterpeno
3 essencial aromadendrano
(-)-globulol (4) Folhas — Oleo Sesquiterpeno
essencial aromadendrano
(+)-espatulenol (5) Folhas — Oleo Sesquiterpeno
essencial aromadendrano
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Liriodenina (6) | I Folhas - extrato Alcaloide
AN b L.
alcaloidico oxaporfinico
(-)-asimilobina (7) Folhas - extrato Alcaldide
alcaloidico e Cerne aporfinico
- extrato etandlico
(-)-anonaina (8) Cerne — extrato Alcaldide
etandlico aporfinico
@3S, 55, 8R)-3,5- Folhas - extrato Megastigmano
diidroxi- alcaloidico
megastigma-6,7-
diene-9-ona (9)
B-sitosterol (10) Cerne — extrato Ester6ide
etandlico
Estigmasterol (11) Cerne — extrato Esterdide
etandlico
(-)-siringaresinol Cerne — extrato Lignana
12) etandlico furofuranica
N-trans- Cerne —extrato  Derivado do acido
feruloiltiramina etandlico cinamico
(13)
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Estudos anteriormente realizados com outras espécies de Unonopsis descrevem o
isolamento de alcaldides (aporfinicos, oxaporfinicos, fenantrénicos e azafluorenonas), um
triterpeno e dois esterdides, constando apenas um estudo sobre o 6leo essencial, de U.
guatterioides, através de cromatografia gasosa (vide: Introducao - se¢io 1.3, pagina 9). No
entanto, observa-se em Unonopsis lindmanii uma variedade de classes de compostos, que
revelam a riqueza de metabdlitos secundarios, como esperado para as espécies da familia
Annonaceae.

Os extratos obtidos de U. lindmanii foram testados frente ao ensaio de toxicidade
sobre Artemia salina, onde todos se apresentaram ativos, sendo o 6leo essencial ULFOE-1
0 de maior expressividade, com uma DLsy de 17,9 pg/mL.

Estes mesmos extratos também apresentaram atividade alelopdtica sobre sementes de

Lactuca sativa e Allium cepa, sendo o 6leo essencial das folhas o mais ativo.

4.1 — Analise e comparacao dos dleos essenciais das folhas de Unonopsis lindmanii.

Os constituintes voléteis, analisados em CG-EM, puderam ser identificados através
da comparacdo de seus espectros de massas com o banco de dados do aparelho
cromatografico e dos indices de retencdo de Kovats (IK), sendo que para a determinacdo
dos IK foi necessdria a injecdo de hidrocarbonetos n-alcanos (Co-Cp2) conforme descrito

por Adams [ADAMS, 1995].

4.1.1 - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) do dleo

essencial das folhas de Unonopsis lindmanii coletadas no Pantanal-MS (UIFOE-1).

Através da andlise do 6leo essencial obtido da primeira coleta das folhas de U.
lindmanii (ULFOE-1), realizada em mar¢o de 2005 no Pantanal-MS, observou-se

predominédncia de trés sesquiterpenos, sendo eles o o-copaeno, o trans-cariofileno e o
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biciclogermacreno todos com teor de 15,7%, seguidos do o-humuleno com teor de 9,0%,

alloaromadendreno com 8,4% e do (+)-espatulenol com 7,3%.

TABELA 19. Principais constituintes do 6leo essencial das folhas de U. lindmanii

Os compostos que se apresentaram com teor abaixo de 0,5% foram desconsiderados.

coletadas no Pantanal-MS (ULFOE-1), determinados por CG-EM.

Pico Tr (min) Teor (%) Composto IK* (i, IK (calc)
1 29,84 15,7 0l-copaeno 1376 1377
2 30,50 6,2 B-elemeno 1391 1391
3 31,99 15,7 trans-cariofileno 1418 1419
4 33,45 9,0 o-humuleno 1454 1455
5 33,77 8.4 alloaromadendreno 1461 1460
6 34,32 1,1 Y-muuroleno 1477 1480
7 34,65 6,2 germacreno-d 1485 1485
8 35,45 15,7 biciclogermacreno 1502 1500
9 35,65 1,2 d-guaieno 1509 1512

10 36,04 0,6 y-cadineno 1518 1514
11 36,30 39 d-cadineno 1524 1523
12 37,95 3,4 germacreno B 1563 1561
13 38,80 7,3 (+)-espatulenol 1576 1578
14 39,10 3,4 (-)-6xido de cariofileno 1581 1583
15 41,14 1,1 espatulenol 1637 1640
16 41,80 0,6 o-cadinol 1653 1654

Tr: tempo de retenc¢do (minutos); IK* (lit.): indice de Kovats encontrado na literatura; IK (calc.): indice de

Kovats calculado.

*Referéncia: [ADAMS, 1995].
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FIGURA 2. Cromatograma obtido da analise por CG-EM 6leo essencial das folhas de U.
lindmanii coletadas no Pantanal-MS (UIFOE-1).
4.1.2 — Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) do dleo

essencial das folhas de Unonopsis lindmanii coletadas em Rochedo-MS (UIFOE-2).

O dleo essencial obtido da segunda coleta das folhas de U. lindmanii (ULFOE-2),
realizada em junho de 2006 em Rochedo-MS, apresentou como constituintes majoritarios o
(+)-espatulenol com teor de 26,1%, (-)-6xido de cariofileno com 22,5%, benzoato de 3-
hexen-1-ol com 7,0%, «o-copaeno com 6,6%, (-)-globulol com 5,7% e o
alloaromadendreno com 4,9 %.

Os compostos que se apresentavam com teor abaixo de 0,5% foram desconsiderados.
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TABELA 20. Principais constituintes do dleo essencial das folhas de U. lindmanii

coletadas em Rochedo-MS (ULFOE-2), determinados por CG-EM.

Pico Tr (min) Teor (%) Composto IK* it,) IK (calc)
1 21,91 6,66 Oi-copaeno 1376 1371
2 22,23 0,50 B-bourboneno 1384 1379
3 22,43 0,86 B-cubebeno 1390 1384
4 22,52 2,12 B-elemeno 1391 1386
5 23,71 2,96 trans-cariofileno 1418 1414
6 24,48 1,08 aromadendreno 1439 1433
7 25,19 1,20 o-humuleno 1454 1450
8 25,35 4,99 alloaromadendreno 1461 1454
9 29,94 7,05 benzoato de 3-hexen-1-ol 1570 1568
10 30,10 26,19 (+)-espatulenol 1576 1572
11 30,24 22,54 (-)-6xido de cariofileno 1581 1576
12 30,41 5,79 (-)-globulol 1583 1580

Tr: tempo de retenc¢do (minutos); IK* (lit.): indice de Kovats encontrado na literatura; IK (calc.): indice de
Kovats calculado.

*Referéncia: [ADAMS, 1995].
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FIGURA 3. Cromatograma obtido da andlise por CG-EM do 6leo essencial de U.
lindmanii coletado em Rochedo-MS (ULFOE-2).
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Observou-se diferencas entre a composi¢do dos dois 6leos essenciais analisados e
principalmente, no teor dos sesquiterpenos encontrados. Entre as diferencas encontradas,
destaca-se a porcentagem de teor do o-copaeno encontrada no 6leo ULFOE-1, sendo que
este sesquiterpeno chega a perfazer 15,7% do total, enquanto se observa um teor de «-
copaeno de apenas 6,6% em ULFOE-2. Ressalta-se também a presenca do
biciclogermacreno em ULFOE-1, como um dos produtos majoritdrios (teor de 15,7%),
sendo que em ULFOE-2 nota-se a inexisténcia do biciclogermacreno em sua composi¢ao.
Além disso, os constituintes majoritarios dos 6leos ULFOE-1 e ULFOE-2 diferiram
consideravelmente: em ULFOE-1, os constituintes majoritdrios foram o o-copaeno
(15,7%), trans-cariofileno (15,7%) e o biciclogermacreno (15,7%); e em ULFOE-2, os
constituintes de maior teor foram o (+)-espatulenol (26,1%), (-)-6xido de cariofileno
(22,5%) e o benzoato de 3-hexen-1-ol (7,0%). As demais variagdes entre as composi¢oes
dos 6leos essenciais ULFOE-1 e ULFOE-2 podem ser conferidas nas tabelas 19 e 20.

Essas variacdes podem ter ocorrido devido aos diferentes locais de coleta, bem como
as épocas do ano distintas, além de fatores climédticos. Esses fatores podem influenciar
consideravelmente no teor e na composicao do 6leo essencial entre individuos da mesma
espécie; no entanto, ndo se descarta a hipdtese de esta variacdo se dever a existéncia de
diferencas genéticas entre as populacdes analisadas. Estes resultados indicam a necessidade
de novos estudos sobre a variacdo na composi¢do observada nos 6leos essenciais de U.

lindmanii.

4.2 - SESQUITERPENOS do Oleo Essencial das folhas de U. lindmanii (ULFOE-1).

Para identificacdo espectroscopica dos sesquiterpenos levou-se em consideragdao o
nimero de metilas, presenca de sinais caracteristicos € a presenca de insaturacdes,
respeitando a rota biossintética e tentando visualizar as unidades isoprénicas que oOs

constituem.
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As estruturas dos sesquiterpenos foram numeradas de acordo com o proposto no

diciondrio de sesquiterpenos [CONNOLLY & HILL, 1991].

4.2.1 - (-)-a-copaeno (1)

O composto 1 apresentou-se como um 6leo incolor odorifico, solivel em CHCl; e
com [a]p™: - 8,8 (CHCI3, c: 0,00125). Foi obtido através de cromatografia em coluna de
silica e quando submetido a CCDS (eluente: éter de petrdleo; revelador: H,SOu4/vanilina e
aquecimento), apresentou um tUnico ponto de coloragdo cor-de-rosa com Rf 0,75. Este
composto é um dos componentes majoritdrios do 6leo essencial de Unonopsis lindmanii.

A andlise do espectro de IV/FT de 1 (ESPECTRO 1) revelou a presenga de uma
pequena banda em 3026 cm™ relativa a estiramento C-H olefinico, uma banda intensa em
2923 cm’' relativa ao estiramento C-H alifitico e uma banda em 784 cm™ relativa a
deformagdo de C-H olefinico.

No espectro de RMN Hde1 (ESPECTRO 2) foram observados sinais relativos a
hidrogénios metilicos: um singleto em &y 0,78, correlacionado a partir do grafico de
contornos HMQC ao H-14, e outros dois sinais em Oy 0,84 € 0y 0,85 (ambos com J 5,1 Hz)
que se apresentaram como dubletos e foram atribuidos as metilas do grupo gem-dimetil H-
12 e H-13. Também foi visualizado um singleto em Oy 1,66 relativo a metila olefinica H-

15; o sinal em dy 2,18 (¢/, H-2) foi atribuido aos hidrogénios metilénicos vizinhos a dupla
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ligacdo e um singleto largo a dy 5,20 (H-3), atribuido a um hidrogénio olefinico de uma
dupla ligacdo trissubstituida, correlacionado a partir do HMQC (ESPECTROS 7-10) ao C-
3. Os demais sinais dos hidrogénios estio descritos na tabela 21.

No espectro de RMN C (ESPECTRO 3) ressalta-se a presenga de 15 sinais,
indicativo de se tratar de um sesquiterpeno. Destacam-se os sinais observados em dc¢ 116,1
(C-3) e doc 143,9 (C-4), relativos aos carbonos olefinicos, € o sinal em oc 23,1 (C-15),
relativo a metila ligada ao carbono olefinico. A andlise do espectro de DEPT 135° (espectro
4) revelou que o composto possui quatro carbonos metilicos, trés metilénicos, seis

metinicos e dois carbonos ndo ligados a hidrogénio.

FIGURA 4. Imagem tridimensional do composto 1. Em verde, destaque do anel de

quatro membros na estrutura.
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TABELA 21. Dados de RMN 'H, '°C e DEPT 135° de 1 (CDCl5)

HeC S 'H [m, J (Hz)] (e DEPT 135°
1 1,52* m 44,7 CH
2 2,18 30,1 CH,
3 5,20 sl 116,1 CH
4 143,9 C
5 1,51 (d, 4,6)* 54,2 CH
6 1,66* m 443 CH
7 2,09 m 36,9 CH
8 1,54*m 21,8 CH,
9 1,53* m 36,2 CH,

(1 — 39,4 C

11 1,65% m 32,2 CH
12 0,85 (d, 4,7) 19,3 CH;
13 0,84 (d, 4,7) 19,7 CH;
14 0,78 s 19,9 CH;
15 1,66% s 23,1 CH;

* sinais que aparecem envelopados na regido entre 8y 1,65-1,67 no espectro de RMN 'H;

* sinais que aparecem envelopados na regido entre 8y 1,51-1,56 no espectro de RMN 'H; m = multiplicidade
dos sinais; J = constante de acoplamento (em Hz).

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.



4 - Resultados e Discussao 63

File Name C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\NIDIAMEUS DOCUMENTOS\ESPECTROS-FID\INFRA VERMELHO\ULFOE5-6.PRN
Date 28 Feb 2007 16:31:12 Technique Infrared Spectral Region IR
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ESPECTRO 1. Espectro de IV/FT de 1.
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Acquisition Time (sec) 2.1889 \ Comment Imported from UXNMR.

Date 22 Aug 2005 17:33:52

File Name C:\Documents and Settings\Nidia\Meus documentos\ESPECTROS-FID\Indy\ULFOECC5-6\ULFOECC5-6_001000fid
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8

Original Points Count 16384 Points Count 16384 Pulse Sequence zg

Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 7485.03 Temperature (degree C) 27.000
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ESPECTRO 2. Espectro de RMN 'H de 1.
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Acquisition Time (sec) 0.8700 \ Comment Imported from UXNMR.
Date 23 Aug 2005 11:46:08
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ESPECTRO 3. Espectro de RMN "°C de 1.
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ESPECTRO 4. Espectro de DEPT 135° de 1.
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—» NOESY

__» HMBC

FIGURA 5. Correlagdes observadas nos experimentos bidimensionais de 1.

A andlise do grifico de contornos HMBC (ESPECTROS 11-14) demonstrou
importantes correlagcdes entre o C-9 e o H-5 e entre o C-5 e o H-14, que corroboraram a
presenca do anel de quatro membros na estrutura. A formacao do anel de quatro membros
requer a juncdo cis dos anéis de seis membros e define, também, a estereoquimica de C-5 e
C-10. J4 a configuragdo de C-7 foi definida pela correlagdo espacial entre 0 H-5 (84 1,51) e
H-7 (8u 2,09) observadas no experimento NOESY (ESPECTRO 5). As demais correlagdes
observadas nos experimentos bidimensionais estdo descritas na figura 5 e nas tabelas 22 e
23.

Os dados espectroscOpicos acima descritos sdo compativeis com um sesquiterpeno
triciclico com uma insaturacdo. Através da andlise destas informagdes e das correlacdes
observadas nos experimentos bidimensionais, confirmou-se tratar do sesquiterpeno (-)-0i-

copaeno (1).
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TABELA 22. Dados obtidos de experimentos bidimensionais HMQC e HMBC de 1

(CDCl5).
HMQC HMBC
§C 8 H [m, J (Hz)] 2y °]

C-1 44.8 152°m e H-5
C-2 30,1 2,18dl e H-6
C-3 116,1 5205 e H-5 ¢ H-15
C-4 1439 H15
C-5 543 1,51 (d, 4,6)  eeee H-14 ¢ H-15
C-6 443 1,66% m 1 O J—
C-7 36,9 200m e H-5
C-8 21,8 1,54°m e H-6
C-9 36,3 1,53*m e H-14
C-10 394 H-14 H-6
C-11 32,2 1,65% m H-12 H-6
C-12 19,3 085(d 47) - H-11
C-13 19,7 084 (d, 47) e e
C-14 19,9 078s e e
C-15 23,1 TR R— H-5

* sinais que aparecem envelopados na regido entre 8y 1,63-1,65 no espectro de RMN 'H;
* sinais que aparecem envelopados na regido entre 8y 1,52-1,54 no espectro de RMN "H.
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TABELA 23. Dados obtidos do experimento bidimensional NOESY e COSY de 1

(CDCly).

H NOESY COSY

3 H-15 H-2/H-15

5 H7

7 H5

2 — H-13

3 H-12
Acaquisition Time (sec) (0.1671, 0.3342) \ Date 18 Nov 2006 19:38:34 \
File Name C:\Documents and Settings\Nidia\Meus documentos\ESPECTROS-FID\Indy\ULFOECC5-6II\8\ser
Frequency (MHz) (300.13, 300.13) Nucleus (1H, 1H) Number of Transients 32
Original Points Count (512, 1024) Points Count (512, 1024) Pulse Sequence noesytp
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (3063.71, 3063.73) Temperature (degree C) 27.000
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ESPECTRO 5. Espectro NOESY de 1, entre 8y 0,5-3,0 ppm (CDCl3).
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Frequency (MHz) (300.13, 300.13) Nucleus (1H, 1H) Number of Transients 32
Original Points Count (256, 1024) Points Count (256, 1024) Pulse Sequence cosy90
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (4166.67, 4166.67) Temperature (degree C) 27.000
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ESPECTRO 6. Espectro COSY de 1, entre dy 0,0-6,0 ppm (CDCls).
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ESPECTRO 7. Mapa de contornos HMQC de 1, entre dy 0,5-1,2 ppm (CDCl5).
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ESPECTRO 8. Mapa de contornos HMQC de 1, entre dy1,4-2,3 ppm.
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ESPECTRO 9. Mapa de contornos HMQC de 1, entre oy 1,4-2,3 ppm.
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ESPECTRO 10. Mapa de contornos HMQC de 1, entre dy4,8-5,6 ppm.
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ESPECTRO 11. Mapa de contornos HMBC de 1, entre dy 0,0-2,0 ppm (CDCl3).
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ESPECTRO 12. Mapa de contornos HMBC de 1, entre 8y 1,0-3,0 ppm.
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ESPECTRO 13. Mapa de contornos HMBC de 1, entre &y 1,3-1,9 ppm.
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ESPECTRO 14. Mapa de contornos HMBC de 1, entre &y 1,0-2,5 ppm.

- Atividade bioldgica

Para o (+)-0-copaeno foi relatada uma potente atividade de atracdo para machos de
Ceratitis capitata Wled (moscas de frutas), um inseto que causa grandes prejuizos as safras
de frutas, nozes e flores em paises europeus [JACOBSON, et al., 1987]. No entanto,
andlogos estruturais desse composto testados para o mesmo fim apresentaram efeitos
reduzidos, uma vez que modificagdes na estrutura tridimensional do (+)-0-copaeno

reduzem significantemente a atividade atrativa para os insetos [FLATH, et al., 1994].
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- Proposta biossintética

A rota biossintética dos compostos da classe dos copaanos pode ser proposta a partir
do precursor cétion E,Z-farnesil (A), que primeiramente forma o cétion cis-germacril (B) e
que através de rearranjo do tipo Wagner-Meerwein (migracdo 1,3 de hidreto) gera, em uma
etapa posterior, o cation cadinil (C) [DEWICK, 1997]. Apés a formacdo do cétion cadinil, é
possivel que ocorra um ataque eletrofilico a dupla ligacdo, que leva ao fechamento do anel

de quatro membros e a formacdo do esqueleto copaano, conforme esquema abaixo

(ESQUEMA 6):

= = re;l;/r_zll\r/?o =
\ —_— —_— 2
o | i’
+
(A)

(B)

©

ESQUEMA 6. Proposta para rota biossintética do esqueleto copaano.
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- O-copaeno na literatura

O primeiro relato do sesquiterpeno copaeno data de 1914, obtido do 6leo de Copaiba
e descrito como um sesquiterpeno triciclico [SCHIMMEL, 1914]. No entanto, a estrutura
dessa substancia permaneceu indeterminada por muitos anos, sendo que vdrias estruturas
contendo um anel ciclopropéanico foram propostas, criticadas e rejeitadas antes da correta
formulagdo feita consecutivamente por dois grupos de pesquisadores [MAYO, et al. 1965;
KAPADIA, et al., 1965].

Sua molécula foi alvo de diversas tentativas de sintese, por apresentar um interessante
desafio sintético centrado em seu incomum sistema de anéis. A primeira sintese total do
copaeno foi realizada em 1966 por Heathcock [1966], sendo obtido também o iso-copaeno,
seu epimero em C-7. Corey e Watt [1973] propuseram a sintese do copaeno a partir da
formacdo do precursor cis-decalina através de reacOes Dials-Alder, com subseqiiente
geracdo do sistema triciclico e fechamento do anel de quatro membros, obtendo também
seu isdmero f-copaeno.

Os sesquiterpenos das classes longipinano e ylangano, assim como 0s copaanos,
apresentam em suas estruturas um dos anéis contendo quatro membros, de ocorréncia rara

entre os produtos naturais.

copaano longipinano ylangano
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4.2.3 — (+)-Biciclogermacreno (2)

O composto 2 apresentou-se como um 6leo incolor e odorifico, [OL]D20: +19,2 (CHCl;,
c: 0,00234), sendo obtido por cromatografia em coluna de silica. Pela CCDS (eluente: éter
de petréleo; revelador: H,SO./vanilina e aquecimento), visualizou-se um ponto de cor
violeta, Rf 0,40.

No espectro de RMN 'H de 2 foram identificados sinais correspondentes a quatro
metilas, dois como singletos em 8y 1,00 (H-12) e oy 1,06 (H-13) relativos as metilas
geminais do anel ciclopropanico, e outros dois singletos em 8y 1,47 (H-15) e oy 1,65 (H-
14), que foram atribuidos as metilas olefinicas. Um duplo dubleto em oy 4,82 (dd, J 11,1 e
5,0 Hz) foi atribuido ao hidrogénio olefinico H-1 € um dubleto em &y 4,34 (d, J 11,5 Hz)
foi atribuido ao hidrogénio olefinico H-5. O sinal em 8y 0,60 (m) foi atribuido ao H-7.

No espectro de RMN 13C foram observados 15 sinais, definidos através do DEPT
135° e do DEPT 90° como sendo correspondentes a quatro carbonos metilicos, quatro
metilénicos, quatro metinicos e a trés carbonos nédo ligados a hidrogénio. Os sinais em d¢
124,8 (C-1), d¢ 140,8 (C-10), d¢c 127,9 (C-4) e d¢ 126,4 (C-5) sdo relativos a dois grupos
olefinicos.

Os dados espectroscopicos obtidos para 2 sdo compativeis com aqueles descritos na
literatura para o biciclogermacreno [McMURRY & BOSCH, 1987; FERREIRA, et al.,
2001]. Os dados de RMN 'H e RMN C de 3 estdo colocados nas tabelas 24 e 25 para

comparagio.
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TABELA 24. Dados de RMN 'H de 2 e do biciclogermacreno [McMURRY &
BOSCH, 1987].

H 62" [m, J (Hz)] o biciclogermacreno”
1 4,82 (dd, 11,1; 5,0) 4,81 (m)

2 205, 122) e

3 2,41 (d, 12,2) 2,40 (d, 13,3)
5 4,34 (d, 11,5) 4,33 (d, 12,1)
6 1,23 (m) 1,1-1,3 (m)
7 0,60 (m) 0,59 (m)

8 1,87 (m) 1,68-2,13 (m)
9 2,21 (m) 2,20 (m)
12 1,00 (s) 1,01 (s)
13 1,06 (s) 1,07 (s)
14 1,65 (s) 1,65 (s)
15 1,47 (s) 1,46 (s)

(300 MHz, CDCl;)
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TABELA 25. Dados de RMN "°C de 2 e do biciclogermacreno [FERREIRA, et al.,

2001].
C 62* d biciclogermacreno® DEPT 135°
1 124,8 124,7 CH
2 26,0 26,0 CH,
3 41,1 41,1 CH,
4 127,9 127,8 C
5 126,4 126,4 CH
6 26,9 26,9 CH
7 30,0 30,0 CH
8 26,8 26,8 CH,
9 37,2 37,2 CH,
10 140,8 140,7 C
11 19,8 19,8 C
12 29,2 29,2 CH;
13 15,4 15,4 CH;
14 16,5 16,5 CH;
15 20,8 20,8 CH3

(75 MHz, CDCl,)
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ESPECTRO 15. Espectro de RMN 'H de 2.

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.



4 - Resultados e Discussao 81

Acquisition Time (sec) 0.8700 \ Comment Imported from UXNMR.

Date 29 Aug 2005 12:24:32 \

File Name C:\Documents and Settings\Nidia\Meus documentos\ESPECTROS-FID\Indy\ULFOECC20\ULFOECC20_003000fid
Frequency (MHz) 75.48 Nucleus 13C Number of Transients 907

Original Points Count 16384 Points Count 16384 Pulse Sequence zgpg30
Solvent Aceton Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000

Chloroform-d

S
C-1 q R
03 8
G5 % -~ N
— - ™ ™
g2 TS
o N S ©
T S
= I
C-4 S
C-10 \ v
© |
\ _ >
foo) N~
S R
3 \
|

v s b s

140 120 100 80 60 40 20
Chemical Shift (ppm)

C-11

41.16
37.23
—30.06
—29.21
_26.95
\-26.82
-26.01
' —
—16.55
—15.43

©
Q ©
oS ©
N o
T

o

\H\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HHU\H‘\\H\HH‘HH\H\\‘\H\U\H‘HHU\H‘H\\\HH‘H\\UH\‘HH\HH‘HH\HH‘\
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14
Chemical Shift (ppm)

ESPECTRO 16. Espectro de RMN °C de 2.

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.



4 - Resultados e Discussao 82

Acquisition Time (sec) 1.7400 \ Comment Imported from UXNMR.
Date 29 Aug 2005 12:39:28
File Name C:\Documents and Settings\Nidia\Meus documentos\ESPECTROS-FID\Indy\ULFOECC20\ULFOECC20_002000fid
Frequency (MHz) 75.48 Nucleus 13C Number of Transients 225
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence dept135
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
—
N
N
(qV]
2
. <t [sp]
© [OYPTo I
o . © :
N © 00w
< BNcLT
Q ol S T (
—
’ |

|
8 g
— N -GJN
ow (5o
o
o

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

ESPECTRO 17. Espectro de DEPT 135° de 2.
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ESPECTRO 18. Espectro de DEPT 90° de 2.
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- Rota biossintética

Ciclizacdes enzimadticas regioespecificas do trans-FPP ou cis-FPP geram varios
cations carbociclicos que levam a intermedidrios carbocétions ndo cldssicos. O cétion ndo
classico obtido do trans-FPP gera, depois de desprotonacdo 1,3 estereoseletiva, o

biciclogermacreno [GIJSEN, et al., 1995] (ESQUEMA 7).

X
/ \ —_—

OPP
trans-FPP J
=
X
OPP
cis-FPP Biciclogermacreno

ESQUEMA 7. Rota biossintética para o biciclogermacreno.

Toyota e colaboradores relatam a instabilidade do biciclogermacreno, sofrendo
isomerizacdes e oxidagdes (sob luz, aquecimento brando e em meio 4cido), instabilidade
esta confirmada pela diferenca significativa na concentragdo do (-)-ent-biciclogermacreno e
(-)-ent-espatulenol em extratos vegetais armazenados por longos periodos [TOYOTA, et
al., 1996]. A oxidagdo que levou do biciclogermacreno ao espatulenol foi estudada no
trabalho realizado por Carollo, sendo que a formacdo dos produtos de oxidagdo foi

acompanhada através de RMN 'H, RMN BC e EM/IE [CAROLLO, 2004].
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z

O biciclogermacreno € considerado precursor biossintético dos aromadendranos

[GIISEN, et al., 1995] (ESQUEMA 8).

Ataque eletrofilico a
C-10uC-10

Ataque eletrofilico
aC-4

1
10
—_—
+

ESQUEMA 8. Proposta biossintética para a formacao do esqueleto aromadendrano a partir

do biciclogermacreno [GIJSEN, et al., 1995].

4.2.4 — Alloaromadendreno (3)

3) 13
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O composto 3 apresentou aspecto de 6leo incolor e odorifico, solivel em CHClI3,
sendo purificado por cromatografia em coluna de silica. Através de CCDS (eluente: éter de
petréleo; revelador: H,SOg4/vanilina e aquecimento), pode-se observar a presenga de um
ponto de cor roxa, com Rf 0,55.

No espectro de IV/FT foi visualizada uma banda intensa referente ao estiramento C-H
alifatico em 2925 cm-1 e uma banda em 885 cm-1 referente a deformacgao de C-H olefinico.

O espectro de RMN "Hde 3 apresentou sinais em Oy 0,23 (dd, J 10,6 € 9,9 Hz, H-6) e
0 0,54 (ddd, J 10,6, 10,1 e 6,7 Hz, H-7), caracteristicos dos hidrogénios do anel
ciclopropanico, além dos sinais relativos aos trés grupos metila em 8y 0,92 (d, J 6,8 Hz, H-
15), em Oy 0,94 (s, H-12) e oy 0,99 (s, H-13). Os singletos largos em oy 4,69 e oy 4,71
foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos da ligagdo dupla exociclica entre C-10 e C-14.

O espectro de RMN "°C revelou sinais correspondentes a 15 carbonos. No DEPT 135°
evidenciou-se que estes eram correspondentes a trés carbonos metilicos, cinco metilénicos,
cinco metinicos e dois carbonos ndo ligados hidrogénios. O sinal em d¢ 152,5 (C-10),
referente a um carbono nédo ligado a hidrogénio, e o sinal em & 109,6 (C-14), de um
carbono metilénico, sdo relativos aos carbonos que compdem a dupla ligacdo exociclica. O
sinal observado em 17,1 foi atribuido ao carbono ndo ligado a hidrogénio do anel
ciclopropanico (C-11), sendo uma forte evidéncia para um esqueleto aromadendrano [SAN
FELICIANQO, et al., 1989].

A comparagdo dos dados de RMN 'H, RMN C e DEPT 135° de 3 com os obtidos da
literatura para o alloaromadendreno estdo compilados na tabela 26 e 27 e sugerem tratar-
se da mesma substancia.

A configuragdo absoluta do alloaromadendreno, no qual o esqueleto hidroazulénico é
cis-fundido, foi estabelecida por Biichi em 1966, apés a realizagdo de sua sintese total
utilizando como produto de partida o (-)-perialdeido [BUCHL, et al., 1966]. Neste trabalho
foram adicionalmente estabelecidas as configuracbes do aromadendreno e dos
sesquiterpenos C-10 oxigenados: globulol, ledol e viridiflorol, todos com esqueletos

aromadendrano.
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TABELA 26. Dados de RMN 'H de 3 e do alloaromadendreno [MIYAZAWA, et al.,

1995].
H 63" [m, J (Hz)] 3 alloaromadendreno”
1 2,66 (m) 2,67 (m)
2 1,86 (m)e 1,71 (m) 1,88 (m)e 1,73 (m)
3 1,31 (m) e 1,71 (m) 1,32 (m) e 1,73 (m)
4 2,06 (m) 2,07 (m)
5 1,86 (m) 1,86 (m)
6 0,23 (dd, 9.9; 10,6) 0,24 (ddd, 9,0; 10,5)
7 0,54 (ddd, 6,7; 10,1; 10,6) 0,55 (ddd, 6,0; 9,5; 10,5)
8 1,82 (m) e 1,30 (m) 1,84 (m) e 1,24 (m)
9 2,31 (m) e 2,29 (m) 2,34 (m) e 2,28 (m)
12 0,94 s 0,96 s
13 0,99 s 1,00 s
14 4,69 (s) e 4,71 (s) 4,70 (s) e 4,73 (5)
15 0,92 (d, 6,8) 0,94 (d, 7,0)

3(300 MHz, CDCl;), (500 MHz, CDCls)

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.



4 - Resultados e Discussao 87

TABELA 27. Dados de RMN °C de 3 e do alloaromadendreno [MIYAZAWA, et al.,

1995].

C 83° 5 alloaromadendreno” DEPT 135°
1 50,8 50,8 CH
2 28,2 28,2 CH,
3 31,2 31,2 CH;
4 37,8 37,8 CH
5 42,1 42,2 CH
6 23,5 23,6 CH
7 24.8 24.8 CH
8 22,1 22,2 CH;
9 35,7 35,7 CH,
10 152,5 152,6 C
11 17,1 17,2 C
12 15,8 15,9 CH3
13 28,6 28,6 CH3
14 109,6 109,7 CH;
15 16,4 16,4 CH3;

* (75MHz, CDCl3), ” (125 MHz, CDCl5)
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ESPECTRO 19. Espectro de IV/FT de 3.
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ESPECTRO 20. Espectro de RMN 'H de 3.
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ESPECTRO 22. Espectro de DEPT 135° de 3.
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4.2.5 - (-)-Globulol (4)

O composto 4 apresentou-se como um Oleo amarelado odorifico, [OL]D20: -5,52
(CHCI3, c: 0,0085), obtido por cromatografia em coluna de silica e purificado através de
CCPS-AgNO;. Em CCDS (eluente: CHCls: MeOH 7:3; revelador: H,SO./vanilina e
aquecimento) apresentou-se como um ponto de cor résea, com Rf 0,65.

No espectro de IV/FT foi observada uma banda em 3404 cm’ relativa a deformagdo
axial de um grupo hidroxila, e bandas logo abaixo de 3000 cm™, relativas a estiramento de
C-H alifético.

O espectro de RMN 'H de 4 se caracterizou por apresentar sinais relativos aos
hidrogénios do anel ciclopropanico em dy 0,51 (H-6) ¢ 0y 0,54 (H-7), além dos sinais
correspondentes a quatro metilas: dois singletos em oy 1,00 (H-12) e &y 0,96 (H-13)
relativos as metilas geminais do anel ciclopropanico, o singleto em 8y 1,09 relativo ao H-14
e um dubleto em 8y 0,91 (3H, J 7,1 Hz) atribuido ao H-15.

No espectro de RMN BC foram observados 15 sinais, onde se destaca a presenga de
um sinal de carbono ndo ligado a hidrogénios em ¢ 19,3, relativo ao C-11, forte indicagdo
de tratar-se de um sesquiterpeno com esqueleto aromadendrano, e o sinal em d¢ 75,2,
relativo a um carbono carbindlico.

Através do espectro de DEPT 135° foi possivel distinguir os carbonos como sendo

quatro metilicos, quatro metilénicos, cinco metinicos e dois ndo ligados a hidrogénio.
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Por comparag¢do dos dados obtidos de 4 com os encontrados na literatura para o

globulol (TABELAS 28 e 29) pdde-se concluir serem ambas as mesmas substancias.

TABELA 28. Dados de RMN 'H de 4 e do globulol [BOMBARDA, et al., 2001].

H 64" [m, J (Hz)]  globulol®
1 1,89 (m) 1,91
5 1,24 (m) 1,23
6 0,51 (m) 0,51
7 0,54 (m) 0,59
12 1,00 (s) 1,01
13 0,96 (s) 0,98
14 1,09 (s) 1,09
15 0,91 (d, 7,1) 0,92

(300 MHz, CDCl;)
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TABELA 29. Dados de RMN "°C de 4 e do globulol [BOMBARDA, et al., 2001].

C 34 3 globulol® DEPT 135°
1 57,0 57,1 CH
2 26,1 26,2 CH,
3 34,6 34,6 CH,
4 36,4 36,4 CH
5 39,6 39,6 CH
6 28,3 28,5 CH
7 26,7 26,9 CH
8 20,1 20,2 CH,
9 44,6 447 CH,
10 75,2 75,1 C
11 19,3 19,3 C
12 16,0 16,0 CH;
13 15,8 15,8 CH;
14 28,6 28,7 CH;
15 20,2 20,2 CH;

4(75 MHz, CDCl5)
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ESPECTRO 23. Espectro de IV/FT de 4.
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ESPECTRO 25. Espectro de RMN °C de 4.
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ESPECTRO 26. Espectro de DEPT 135° de 4.

4.2.6 —(+)-Espatulenol (5)
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O composto S apresentou-se como um solido amorfo branco e odorifico, [o]p™: 49,91
(CHCl3, c: 0,0085). Foi obtido através de cromatografia em coluna de silica, purificado por
CCPS-AgNO;, e em CCDS (eluente: CHCl;: MeOH 7:3; revelador: H,SOu/vanilina e
aquecimento), apresentando um ponto de coloracio roxa e Rf 0,45.

Pelo espectro de IV/FT foi possivel visualizar uma banda em 3417 cm’, relativa a
deformacdo axial de grupo hidroxila, também uma pequena banda em 3076 cm” devida
estiramento C-H olefinico e bandas logo abaixo de 3000 cm'l, relativas ao estiramento de
C-H alifético.

No espectro de RMN 'H de 5 foram visualizados 3 singletos em Oy 1,03 (H-12), on
1,04 (H-13) e oy 1,27 (H-15) relativos aos hidrogénios dos grupos metilas. Outros sinais
relevantes foram observados em &y 0,45 (1H, dd, J 9,7 e 10,5 Hz, H-6) e 6y 0,69 (m, H-7),
sendo estes caracteristicos do esqueleto aromadendrano, além dos singletos largos em dy
4,65 e em Oy 4,68 relativos aos hidrogénios olefinicos H-14.

O espectro de RMN °C, juntamente com os sinais evidenciados no DEPT 135°,
revelou a presenca de 15 carbonos, sendo que estes correspondem a trés metilicos, cinco
metilénicos, quatro metinicos e trés carbonos ndo ligados a hidrogénios. O sinal em ¢ 20,2
(C-11) que corresponde ao carbono nao ligado a hidrogénio do anel ciclopropanico é,
novamente, evidéncia para o esqueleto aromadendrano, enquanto o sinal em d¢ 80,9 (C-4) é
sugestivo de um carbono carbinélico em sistema anelar de cinco membros. Os carbonos
que constituem a dupla ligacdo originam os sinais em ¢ 153,4 (C-10) e d¢c 106,2 (C-14),
este ultimo sendo um carbono metilénico, indicando tratar-se de uma dupla ligacdo
exociclica.

Através da comparacdo dos dados de 5 com os encontrados na literatura confirmou-se
que o composto em questdo tratava-se do sesquiterpeno espatulenol (TABELAS 30 e 31).

Para o espatulenol sdo relatadas atividades como repelente contra insetos da espécie

Atta cephalopodes [HUBERT, et al., 1985] e antitumoral [PACCIARONI, et al., 2000].
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TABELA 30. Dados de RMN 'H de 5 e do espatulenol [[WABUCHI, er al., 1987].

H 3 4% [m, J (Hz)] 5 espatulenol”

6 0,45 (dd, 9,7; 10,5) 0,47 (dd, 9,5; 11,4)
7 0,69 (m) 0,71 (m)

12 1,03 (s) 1,04 ()

13 1,04 (s) 1,06 (s)

14 4,65 (sl) e 4,68 (sl) 4,67 (s) e 4,69 (s)
15 1,27 () 1,28 (s)

(300 MHz, CDCl;), "(400 MHz, CDCls)

TABELA 31. Dados de RMN "°C de 5 e do espatulenol [[WABUCHL, ez al., 1987].

C 65" 8 espatulenol® DEPT 135°
1 53,3 53,6 CH
2 26,7 26,8 CH,
3 41,7 41,9 CH,
4 80,9 81,0 C
5 54,3 54,4 CH
6 29,9 30,1 CH
7 27,5 27,6 CH
8 24,7 24.9 CH,
9 38,8 39,0 CH,
10 153,4 153,4 C
11 20,7 20,3 C
12 16,3 16,4 CH3
13 28,6 28,7 CH;
14 106,2 106,4 CH,
15 26,0 26,1 CH;

3(75 MHz, CDCly), °(100 MHz, CDCl;)
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ESPECTRO 27. Espectro de IV/FT de 5.
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ESPECTRO28. Espectro de RMN 'H de 5.
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ESPECTRO 30. Espectro de DEPT 135° de 5.
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4.3-ALCALOIDES

4.3.1 - liriodenina (6)

O composto 6 apresentou-se como cristais amarelos pontiagudos, sendo solivel em
CHCIls. Foi obtido do extrato alcaloidico das folhas e purificado por cromatografia em
coluna de silica e através de CCPS-OXA. Quando analisada em CCDS (eluente: DCM:
MeOH 09:1; revelador: Dragendorff), exibe um ponto de Rf 0,60 que apresenta
fluorescéncia no ultravioleta e coloragdo amarela intensa quando revelada com
Dragendortf.

O espectro de RMN 'Hde 6 apresentou dois sinais em oy 8,87 (1H, dl, J 5,2 Hz) e
Ou 7,76 (1H, dl, J 5,2 Hz), relativos ao H-5 e H-4, respectivamente. Observa-se ainda um
singleto em Oy 7,18, tipico do hidrogénio H-3 em alcaléides oxaporfinicos quando o anel A
¢ 1,2-dioxigenado. O sinal dos hidrogénios do grupo metilenodiéxi é observado como um
singleto em Oy 6,36. Além destes, mais quatro sinais referentes aos hidrogénios do anel D
sdo observados, sendo dois dubletos em oy 8,61 (J 8,1 Hz) e em 0y 8,55 (J 8,1 Hz), um
multipleto em Oy 7,75 € um tripleto largo em 8y 7,56 (J 8,1 ¢ 7,0 Hz), relativos aos H-11,
H-8, H-10 e H-9, respectivamente.

Foram observados no espectro de RMN "°C sinais relativos a 17 carbonos, podendo
destacar-se o sinal em ¢ 102,5, relativo ao grupo metilenodidxi e o sinal em ¢ 182,2,

referente ao grupo carbonila em C-7.
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Os dados espectroscopicos de 6 coincidem com dados encontrados na literatura para o
alcaléide oxaporfinico liriodenina (TABELAS 32 e 33).

A identificacdo foi confirmada por elui¢cdo de um padrdo auténtico juntamente com a
amostra em placas de CCDS-OXA, empregadas para identificacdo e separacdo de

alcal6ides oxaporfinicos [SILVA, et al., 2005].

- Atividades bioldgicas

Diversas atividades bioldgicas atribuidas a liriodenina sdo encontradas na literatura,
entre elas a atividade frente ao ensaio de TAS, apresentando DLsy de 2,1ug/mL, com
intervalo de confianga de 95% (2,3< DLsg <3,5 pg/mL) [SIQUEIRA, et al., 1998], potente
citotoxicidade frente a células de carcinoma humano (A-549) e células de tumor de célon
(HCT-8) [WU, et al., 1989], atividade antiplaquetaria [CHEN, et al., 1996] e
antimicrobiana [HUFFORD, et al., 1975]. Woo e colaboradores [1997] descrevem ainda, a
atividade inibidora da enzima topoisomerase II, envolvida na replicacdo viral, em teste in

vivo e in vitro, causada pelo alcaldide liriodenina.

TABELA 32. Dados de RMN 'H de 6 da liriodenina [GUINAUDEAU, et al., 1988].

H 86" [m, J (Hz)] 3 liriodenina®

3 7.18 (s) 717 (s)

4 7,76 (dl, 5,2) 7,718 (d, 5,1)

5 8,87 (dl, 5,2) 8,89 (d, 5,0)

8 8,55 (d, 8,1) 8,58 (dd, 8,2)

9 7,56 (1, 8,1 e 7,0) 7,58 (td, 8,0 € 2,0)

10 7,75 (m) 7,76 (dd, 8,0 e 2,0)

11 8,61 (d, 8,1) 8,64 (d, 8,0)
0-CH,.0 6,36 (s) 6,37 (s)

(300 MHz, CDCl;), ®(250MHz, CDCl5)
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TABELA 33. Dados de RMN "°C de 6 e da liriodenina [CASTRO, e al., 1996].

C 56 3 liriodenina” DEPT 135°
1 145,0 144,7 C
1a 108,1 107,7 C
1b 124,3 125,1 C
2 148,0 1443 C
103,2 103,4 CH
3a 132,8 132,7 C
4 123,2 124,4 CH
144,5 144,3 CH
6a 151,9 151,3 C
7 182,2 182,3 C
7a 131,2 130,9 C
8 127,3%* 127,2% CH
9 128,6* 128,4* CH
10 133,9 134,0 CH
11 128,8* 128,4* CH
11a 1359 135,7 C
0-CH,-0 102,5 102,6 CH,

(75 MHz, CDCls), °(50MHz, CDCl;)

*Qs sinais podem estar trocados na coluna.
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ESPECTRO 31. Espectro de RMN 'H de 6
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ESPECTRO 32. Espectro de RMN °C de 6.
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4.3.2 — (-)-Asimilobina (7)

HO

HaCO

A substancia 7 apresentou-se como um sélido marrom escuro, [OL]DZO: -74,5 (CH;0H,
c: 0,00106), solivel em CHCls. Foi obtido a partir do extrato alcaloidico das folhas e
purificado por cromatografia em coluna de silica, e em CCDS (eluente: CHCI5: MeOH 9:1,
revelador: Dragendorff), apresenta um ponto de Rf 0,40.

No espectro de IV/FT, foi observada uma banda em 3415 cm™ relativa a estiramento
N-H, além de duas bandas em 1425 cm™ e 1456 cm’ referentes a deformacdo de grupo
hidroxila.

No espectro de RMN 'H de 7 foram observados sinais relativos a hidrogénios
arométicos: um singleto em Oy 6,70 (H-3), um multipleto em &y 7,25-7,30 relativos aos
hidrogénios H-8, H-9 e H-10 e um sinal em &y 8,28 (d, J 7,9 Hz), relativo ao H-11. Foi
observado um singleto relativo a um grupo metoxila em dy 3,58.

A andlise do espectro de RMN BC em conjunto com o experimento DEPT 135°
mostrou a presenga de 17 carbonos. Destaca-se um sinal em d¢ 60,8, relativo a um grupo
metoxila, e os sinais em O¢c 27,2 (C-4), dc 42,4 (C-5), dc 53,3 (C-6a) e dc 35,7 (C-7)
atribuidos a porcao alifdtica da substancia.

O fato de o hidrogénio da posicdo 3 apresentar-se como um singleto indica que as

posicOes 1 e 2 estdo substituidas. Como apenas foi observado um sinal para um metoxila
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nos espectros de RMN 'H e RMN "°C, é sugestivo de que um grupo OH também esteja
presente na molécula.

A comparacdo destas informagdes obtidas do composto 7 com as encontradas na
literatura para o alcal6ide (—)-asimilobina (TABELAS 34 e 35) confirma tratarem-se da

mesma substincia.

TABELA 34.Dados de RMN 'H de 7 e da asimilobina [HSIEH, ez al., 1999].

H 3 7% [m, J (Hz)] S asimilobina”
3 6,70 (s) 6,72 (s)
4 2,74 (d, 13,00 e
5 387(, 13,00
6a 3,47 (sl)
8,9, 10 7,25-7,30 (m) 7,25-7,26 (m)
11 8,28 (d, 7,9) 8,26 (d, 8.,8)
OCH; 3,58 (s) 3,65 (s)

(300 MHz, CDCl;), "(400 MHz, CDCls)
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TABELA 35. Dados de RMN "°C de 7 e da asimilobina [GUINAUDEAU, et al., 1979].

C 57 3 asimilobina” DEPT 135°
1 1433 143,2 C
1a 125,6 125,1 C
1b 128,5 129,3 C
2 149,0 148,9 C
114,5 115,7 CH
3a 125,8 126,8 C
4 27,2 28,5 CH»
42,4 42,6 CH,
6a 53,3 53,2 C
7 35,7 36,9 CH,
7a 134,7 136,3 C
8 128,2* 127,7% CH
9 127,9% 127,5% CH
10 127,5% 127,2% CH
11 127,4* 126,5* CH
11a 131,5 132,1 C
OCH; 60,4 59,3 CH;

(75 MHz, CDCl5), ®(75MHz, DMSO-d6)

*Qs sinais podem estar trocados na coluna.
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ESPECTRO 33. Espectro de IV/FT de 7.
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ESPECTRO 34. Espectro de RMN 'H de 7.
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ESPECTRO 35. Espectro de RMN °C de 7
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ESPECTRO 36. Espectro de DEPT 135° de 7.
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4.3.3 — (-)-Anonaina (8)

(8)

O composto 8 apresentou-se como um sélido amorfo de coloragdo amarelada, com
[OL]DZO: -34,0 (CHCI3, c: 0,0010), solivel em MeOH. Foi obtido do extrato etandlico do
cerne e purificado através de cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 e CCPS. Em
CCDS (eluente: CHCI3: MeOH 85:15; revelador: Dragendorff), apresentou apenas um
ponto de Rf 0,5.

Seu espectro de IV/FT revelou uma banda em 3388 cm’ relativa a estiramento N-H e
uma banda em 2921 cm™' referente a estiramento C-H alifatico.

O espectro de RMN 'H do composto 8 apresentou um perfil sugestivo de um
alcaléide aporfinico, mostrando um dubleto em 8y 7,95 com acoplamento orto (J 7,3 Hz),
atribuido ao H-11, e um multipleto entre 8y 7,14-7,16 referente aos hidrogénios H-8, H-9 e
H-10, caracteristico de um anel D ndo funcionalizado [CAVE, er al., 1987]. Foi também
visualizado um singleto em Jy 6,48, referente ao H-3, que juntamente com os dois singletos
largos observados em 9y 5,81 € Oy 5,96, referentes aos hidrogénios do grupo metilenodiéxi,
compdem o padrao de substituicdo do anel A.

No espectro de RMN C foram observados 17 sinais, que através do experimento de
DEPT 135° foram caracterizados como sendo de quatro carbonos metilénicos, cinco
metinicos e oito carbonos ndo ligados a hidrogénio. Destaca-se a presenca do carbono

metilénico em &¢ 102,0, do grupo metilenodidxi, tnico substituinte presente na molécula,
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localizado nos carbonos C-1 e C-2, onde os alcaldéides aporfinicos s@ao comumente
funcionalizados.

Estes dados indicam que a estrutura de 8 corresponde a do alcaldide aporfinico
anonaina. A comparagdo dos dados encontrados na literatura para o alcal6ide (-)-anonaina

com os de 8 (TABELAS 36 e 37) confirmam serem a mesma substincia.

TABELA 36. Dados de RMN 'H de 8 ¢ da anonaina [HSIEH, et al., 1999].

H 8" [m, J (Hz)] anonaina”
3 648¢s) -
4 286,69 -
5 321my e
6a 3,77 (dd, 4.9; 13.5) 3,98 (dd, 5,2; 13,4)
7 2,56 (d, 13,5) 2,64 (d, 13,4)
2,66 (d, 13,5) 2,85 (d, 13,4)
8,9, 10 7,14-7,16 (m) 7,22-7,38 (m)
11 7,95 (d, 7,3) 8,08 (d, 7,4)
0-CH2-O 5,81 (sD) 593 (d, 1,4)
5,96 (sl) 6,08 (d, 1,4)

3300 MHz, CD;0D), "(200 MHz, CDCl;)

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.



4 - Resultados e Discussao

113

TABELA 37. Dados de RMN "°C (8) de 8 e da anonaina [GUINAUDEAU, et al., 1983].

C 68" & anonaina® DEPT 135°
1 143,9 142,5 C
la 117,2 116,3 C
1b 129,0 129,0 C
2 148,5 146,8 C
108,8 108,0 CH
3a 128,6 128,7 C
4 29,3 29,6 CH,
5 439 43,6 CH»
6a 54,5 53,6 C
7 37,2 374 CH,
7a 136,0 135,4 C
8 128,6* 127,0* CH
9 128,1%* 127,1* CH
10 128,0%* 127,5% CH
11 127,6* 128,1* CH
11a 132,2 1314 C
0-CH,-O 102,0 100,6 CH,

*(75 MHz, CD;0D), *(75MHz, DMSO-d6)

*QOs sinais podem estar trocados na coluna.
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- Atividades bioldgicas

Para o alcaldide anonaina sdo descritas atividades como antimalarial e citotoxica
sobre vdrias linhagens de células oncdticas, tais como de cancer de mama, fibrosarcoma,
cancer de laringe, cancer de célon, entre outras [LIKHIWITAYAWUID, et al., 1993]. O
mesmo estudo, agora voltado para estrutura-atividade de uma série de alcaldides de
esqueleto aporfinico, revela que todos os alcaldides testados que apresentavam o grupo 1,2-
metilenodioxido sdo ativos frente aos ensaios de citotocixidade sobre as células tumorais. A
anonaina ainda apresenta atividade inibitéria seletiva sobre os receptores do
neurotransmissor dopamina, envolvido em doencas como a depressdo [PROTAIS, et al.,

1995].
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ESPECTRO 36. Espectro de IV/FT de 8.
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ESPECTRO 37. Espectro de RMN 'H de 8.
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ESPECTRO 38. Espectro de RMN °C de 8.
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ESPECTRO 39. Espectro de DEPT135° de 8.
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4.4 - MEGASTIGMANOS

4.4.2 - (35, 55, 8R)-3,5-diidréxi-megastigma-6,7-diene-9-ona (9)

(9)

O composto 9 apresentou-se como um sélido amorfo amarelo escuro, odorifico. Foi
obtidos do extrato alcaloidico das folhas e purificado através de cromatografia em coluna
de Sephadex LH-20, apresentando em CCDS um tnico ponto de Rf: 0,50 e coloragdo
marrom quando revelada com sulfato cérico (eluente: CHCIl3:MeOH 7:3; revelador: sulfato
cérico e aquecimento).

O espectro de massas de alta resolu¢do do composto 9 foi realizado no modo positivo
e apresentou pico fon pseudo molecular em m/z 225,15 ([IM+H])*, sendo correspondente a
férmula molecular C3H,¢0s5.

Em seu espectro de RMN 'H, o composto 9 revelou sinais referentes a quatro metilas,
apresentando-se como singletos em oy 1,13 (H-11), oy 1,36 (H-12), oy 1,40 (H-13) e oy
2,16 (H-10). Um singleto em 8y 5,83 pdde ser atribuido ao tnico hidrogénio olefinico H-8.
O sinal em Oy 1,96 (ddd, J 12,6; 4,1; 2,1 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-2,
apresentando constante de acoplamento geminal de 12,6 Hz com o H-2,., um acoplamento
axial-equatorial de 4,1 Hz com o H-3,x e um acoplamento 4w equatorial-equatorial de 2,1
Hz com o H-4.,, apresentando-se como um duplo duplo dubleto, enquanto que o H-24
apresentou-se como um dubleto largo em 8y 1,32 com constante de acoplamento geminal

de 12,6 Hz. Os sinais em 8y 2,27 (ddd, J 13,1; 4,1; 2,1 Hz, H-4.4) e ou 1,42 (d, J 13,1, H-
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4,x) foram atribuidos aos H-4. O fato dos hidrogénios equatoriais encontrarem-se mais
desprotegidos que os axiais pode ser explicado pelo fato do grupo hidroxila em C-3
encontrar-se também na posi¢ao equatorial, conferindo desprotecd@o a esses hidrogénios. O
sinal em Oy 4,31 (1,J 12,0; 11,4; 4,1; 4,1 Hz) foi atribuido ao H-3.

No espectro de RMN C  foram observados 13 sinais, que através do espectro de
DEPT 135° evidenciou-se serem quatro carbonos metilicos, dois metilénicos, dois
metinicos e cinco carbonos ndo ligados a hidrogénio. O sinal observado em d¢ 209,5 é
referente a carbonila C-9, enquanto os sinais em 8¢ 118,7, 8¢ 198,0 € d¢c 100,7 sdo relativos
aos carbonos C-6, C-7 e C-8, indicativos da presenga de um grupo alénico na molécula. Os
sinais do carbono metinico em d¢ 63,8 e do carbono ndo ligado a hidrogénio em d¢ 72,3 sdo
referentes aos carbonos carbindlicos C-3 e CS5, respectivamente. Os carbonos metilicos
foram observados em 0c¢ 26,3 (C-10), 8¢ 31,6 (C-11), 8¢ 29,0 (C-12) e &¢ 30,9 (C-13).

No experimento bidimensional gHMBC, foi observada correlacdo entre o carbono em
Oc118,7 (C-6) comos H-2 e H-4 a 3JC_H, e também com hidrogénio olefinico H-8 a 3JC_H, 0
que estd de acordo com a estrutura proposta. A correlacdo entre o H-8 a *Jen com 08
carbonos em d¢ 198,1 (C-7) e ¢ 209,5 (C-9), corroborou a atribui¢do do grupo alénico e da
carbonila. As demais correlacdes observadas, que ddao suporte a estrutura proposta, estao
descritas na tabela 45.

Através do experimento NOESY foi visualizada uma correlago entre o H-3 (g 4,31)
com o H-12 (8y 1,36) que se encontra em posi¢do axial, confirmando a estereoquimica em
na posicdo C-3. Como ndo se observada correlacdo entre o H-3,4a € hidrogénios metilicos
H-13 (0y 1,40), é sugestivo de que a metila H-13 esteja em posi¢do equatorial. Também foi
observada uma correlagdo entre o H-8 e os hidrogénios metilicos H-10.

No experimento COSY foram observadas correlagdes entre os dois hidrogénios H-2 e
entre os dois hidrogénios H-4, além das correlagdes entre o H-3 com os hidrogénios H-2 e
H-4.

O confrontamento dos dados obtidos para o composto 9 com os encontrados na
literatura para o composto trivialmente denominado “grasshopper ketone”” (TABELA 38 e

39), confirmam ser a mesma substancia.
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FIGURA 6. Imagem tridimensional do composto 9.

TABELA 38.Dados de RMN 'H de 9 e da grasshopper ketone [DELLAGRECA, et al.,

20041].

H 6 9% [m, J (Hz)] 5 grasshopper ketone”
2. 1,96 (ddd, 12,6; 4,1; 2,1) 1,98 (m)
Py 1,32 (dl, 12,6) 1,43 (m)

3 4,31 (#rt, 12,0; 11,4; 4,1; 4,1) 4,30 (m)
4eq. 2,27 (ddd, 13,1; 4,1; 2,1) 2,20 (m)
4y 1,42 (dl, 13,1) 1,42 (m)

8 5,82 (s) 5,97 (s)
10 2,16 (s) 2,25 (s)
11 1,13 (s) 1,10 (s)
12 1,36 (s) 1,39 (s)
13 1,40 (s) 1,41 (s)

3300 MHz, CDCl;), ®(500 MHz, CDCl,)
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FIGURA 7. Em verde, destaque do acoplamento 4Jw u-H entre 0 H-2¢4 e H-4¢4 do

composto 9.

TABELA 39. Dados de RMN “C de 9 e da grasshopper ketone [DELLAGRECA, et al.,

2004].

C 69" 5 grasshopper ketone” DEPT 135°
C-1 36,1 35,9 C
C-2 48,9 48,7 CH,
C-3 63,8 63,9 CH
C4 48,7 48,7 CH,
C-5 72,3 72,4 C
C-6 118,7 118,7 C
C-7 198,1 199,1 C
C-8 100,7 100,1 CH
C-9 209,5 209,4 C
C-10 26,3 27,1 CH;
C-11 31,6 31,9 CH;
C-12 29,0 29,1 CH;
C-13 30,9 30,9 CH3;

3(75 MHz, CDCly), °(125 MHz,CDCl;)
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TABELA 40. Dados obtidos de experimentos bidimensionais gHSQC e gHMBC de 9

(CDCl3).
gHSQC gHMBC
5cC SH 2y 7

C-1 361 0 H-2/H-11/H-12 -

1,96 (ddd, 12,6;4,1;2,1)  «eem- H-4
C-2 48,9

1,32 (d, 12,6)

C-3 63,8 4,31 (1, 12,0; 11,4; 4,1; 4,1) H-2H-4

2,27 (ddd, 13,1;4,1;2,1) - H-2
C4 48,7

1,42 (d, 13,1)

C-5 7% T — H-4/H-13 =
C-6 1187 e e H-2/H-4/H-8
C-7 198,1 H-8
C-8 100,7 582(s)  emea- H-10
C-9 2095 0 ¢ O, J—
C-10 26,3 2,16 (s)  emea- H-8
C-11 31,6 LI3(G)  emea- H-12
C-12 29,0 1,36 (s)  emee- H-11
C-13 30,9 1,40(s) ememm emaea
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- Ocorréncia e atividades bioldgicas

O curioso nome trivial dado a este composto, grasshopper Kketone, algo como
“cetona de gafanhoto”, foi devido seu isolamento ter se dado primeiramente a partir de uma
secrecdo antirrepelente emitida por alguns gafanhotos (Romalea microptera)
[MEINWALD, et al., 1968] e, desde entdo, esse composto tem sido encontrado também na
composicdo de algumas espécies de plantas. Para essa substancia, encontra-se relato de
atividade alelopatica sobre sementes de Lactuca sativa [DELLAGRECA, et al., 2004], e
para um andlogo glicosilado deste composto, hd estudos que indicam sua atividade
inibitéria sobre cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus [WANG, et al., 2005]
além de atividade inibitéria sobre a producdo de 6xido nitrico [MARINO, et al., 2004].

Evidéncias experimentais indicam que a biossintese do composto 9 ¢é oriunda da

degradacgdo do carotendide neoxantina [BAUMES, et al., 2002] (ESQUEMA 9).

ESQUEMA 9. Proposta biossintética para o megastigmano grasshopper ketone
[BAUMES, et al., 2002].

H CH, HsC CHs
=N N N N = = F -
CHs CHs .
: “OH
Neoxantina

grasshopper ketone (10)

Estudo fitoquimico das partes aéreas (folhas e cerne do caule) de Unonopsis lindmanii R. E.
Fries — Annonaceae — e avaliacdo da atividade bioldgica por bioensaios simples.



4 - Resultados e Discussao 124

Intens. +MS, Profile, 6.8min #182, 100%=2848
2471344

2000 =

1500 =

225.1525

1000 =

207.1406

500 =

186.1528

157.0854

123.1182

. I bl
0 50 100 150 200 250 300

ESPECTRO 39. ESIMS do composto 9.
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ESPECTRO 40. Espectro de RMN 'H de 9.
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ESPECTRO 41. Espectro de RMN °C de 9.
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ESPECTRO 42. Espectro de DEPT 135° de 9.
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ESPECTRO 43. Espectro COSY de 9 (CDCI3).
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ESPECTRO 44. Espectro COSY de 9, entre 0y 0,8-5,0 ppm.
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ESPECTRO 46. Espectro NOESY de 9, entre oy 1,1-2,5 ppm.
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ESPECTRO 47. Mapa de contornos gHSQC de 9, entre 8y 1,0-6,0 ppm (CDCl5).
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ESPECTRO 48. Mapa de contornos gHSQC de 9, entre oy 1,0-2,5 ppm.
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ESPECTRO 50. Mapa de contornos gHMBC de 9, entre oy 1,0-6,0 ppm (CDCl5).
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ESPECTRO 51. Mapa de contornos gHMBC de 9, entre 8y 1,0-2,5 ppm.
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ESPECTRO 54. Mapa de contornos gHMBC de 9, entre dy 1,0-3,0 ppm.
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ESPECTRO 55. Mapa de contornos gHMBC de 9, entre dy 5,5-6,2 ppm.
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4.5 -ESTEROIDES

4.5.1 - B - sistosterol (10) e Estigmasterol (11)

Os compostos 10 e 11 apresentaram-se como s6lidos brancos cristalinos, soliveis em
CHCls. Foram obtidos do extrato etandlico do cerne e purificados por cromatografia em
coluna de silica, e em CCDS (eluente: Hx: AcOEt 1:1; revelador: sulfato cérico e

aquecimento) revelam-se como um ponto de coloracio roxa e Rf 0,65.
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No espectro de IV/FT de 10 e 11 é visualizada uma banda em 3419 cm™ referente a
estiramento de grupo hidroxila e uma banda entre 2852-2954 cm’ relativa a estiramento C-
H alifético.

O espectro de RMN 'H apresentou um sinal em 8y 5,34 (sl) relativo ao hidrogénio
olefinico H-6 dos compostos 10 e 11, além de dois duplo dubletos em &y 5,00 (dd, J 15,3 ¢
8,1 Hz) e &y 5,14 (dd, J 15,3 e 8,1 Hz), referentes aos hidrogénios olefinicos H-23 e H-22,
respectivamente, do composto 11. Um multipleto localizado em Oy 3,51 é relativo ao
hidrogénio H-3, diretamente ligado ao carbono carbinélico C-3 em ambos compostos 10 e
11. Os demais sinais apareceram envelopados na regido entre oy 0,66 a oy 2,77.

O espectro de RMN Bc apresentou sinais em ¢ 140,6 e 8¢ 121,7, referentes aos
carbonos olefinicos C-5e C-6 em 10 e 11, ¢ 8¢ 129,2 e d¢ 138,3, relativo aos carbonos C-
23 e C-22 respectivamente, que compdem a outra dupla ligacdo presente apenas no
composto 11. As intensidades relativas permitiram distinguir os sinais de cada composto.
Os demais sinais visualizados nos espectros de RMN 'H e RMN "C encontram-se descritos
nas tabelas 41 e 42.

A comparagdo dos dados obtidos para 10 e 11 com dados da literatura confirmou

tratar-se de uma mistura dos esteréides B-sitosterol e estigmasterol (TABELAS 41 e 42).

TABELA 41. Dados de RMN 'H da mistura de 10 e 11 e dos esteréides B-sitosterol e
estigmasterol [GALOTA, et al., 2005].

H 8 10% [m, J (Hz)] 8 B-sitosterol” §11* [m, J (Hz)] S estigmasterol”

3 3,51 (m) 3,5 (m) 3,51 (m) 3,5 (m)

6 5,34 (sl) 5,2 (m) 5,34 (sl) 5,2 (m)

22 | s 5,14 (dd, 15,3 e 5,18 (dd, 14,8 e
8,1) 7,0)

23 | e 5,00 (dd, 15,3 ¢ 5,03 (dd, 14,8 ¢
8,1) 7,0)

(75 MHz, CDCl5), ? (50 MHz, CDCl5)
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TABELA 42. Dados de RMN "°C da mistura de 10 e 11 e dos esteréides B-sitosterol e
estigmasterol [GALOTA, et al., 2005].

C 610° 3 B-sitosterol” 611° 3 estigmasterol”
1 37,2 37,2 37,2 37,2
2 31,5 31,6 31,5 31,6
3 71,8 71,8 71,4 71,8
4 42,2 42,2 42,2 42,2
5 140,6 140,7 140,6 140,7
6 121,7 121,7 121,7 121,7
7 31,8 31,8 31,8 31,8
8 31,8 31,8 31,8 31,8
9 50,1 50,1 50,1 50,1
10 36,4 36,4 36,4 36,4
11 21,0 21,0 21,0 21,0
12 39,7 39,7 39,6 39,6
13 422 422 422 42,2
14 56,7 56,7 56,8 56,8
15 242 243 243 24,3
16 28,2 28,2 29,0 28,2
17 56,0 56,0 55,9 55,9
18 11,8 11,8 12,0 11,8
19 19,3 19,3 19,3 19,3
20 36,1 36,1 40,4 40,5
21 18,9 19,0 21,2 21,2
22 33,9 33,9 138,3 138,4
23 26,0 26,1 129,2 129,2
24 45,8 45,8 51,2 51,2
25 29,3 29,2 31,8 31,8
26 19,0 18,7 19,0 19,0
27 19,8 19,8 18,7 19,0
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28 23,0 23,0 254 25,4
29 11,9 11,9 12,2 12,7

(75 MHz, CDCls), °(50 MHz, CDCl5)
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ESPECTRO 59. Espectro de DEPT 135° de 10 e 11.
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- Ocorréncia e atividades bioldgicas

Os esterdides B-sitosterol e estigmasterol sdo comumente encontrados nas plantas e
tém sido extensivamente descritos em estudos fitoquimicos de espécies vegetais de diversos
géneros e familias.

Sao encontrados dados recentes de testes realizados com diversos produtos naturais,
alguns de ocorréncia comum no reino vegetal, quanto suas capacidades de neutralizarem
efeitos letais do veneno de cobras do género Bothrops. Neste trabalho descrito por Mors e
colaboradores, foi observado que o B-sitosterol exibe até 70% de protegido contra o efeito
letal deste veneno [MORS, et al., 2000].

Existem propostas para o emprego do esterdide estigmasterol em sintese que, apds
reacOes de oxidagdo seletiva, leva em poucos passos a formac¢do do hormdnio progesterona

[DEWICK, 1997].

4.6 - COMPOSTOS FENOLICOS

4.6.1 — (-)-Siringaresinol (12)

HO

0
HeC™ (12)
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A substancia 12 apresentou-se como um sélido amorfo de cor amarela, [OL]DZO: -34,2
(CH30H, c: 0,00152), solivel em MeOH. Foi obtida do extrato etandlico do cerne e
purificada através de cromatografia em coluna de Sephadex-LH 20. Seu perfil
cromatografico em CCDS (eluente: CHCls;: MeOH 9:1; revelador: sulfato cérico e
aquecimento) revelou a presenca de um ponto de cor azul intensa e Rf 0,50.

No espectro de IV/FT destaca-se a presen¢a de uma banda intensa em 3413 cm’,
relativa ao estiramento de grupos hidroxila.

O espectro de RMN 'H de 12 apresentou poucos sinais. Se o sinal a 8y 4,65 for
correspondente a um hidrogénio, o singleto em &y 6,52 seria proporcional a dois
hidrogénios ¢ o sinal de metoxila em dy 3,83 corresponderia a seis hidrogénios (duas
metoxilas). Outros sinais na regido de hidrogénios alifdticos foram também observados
(TABELA 48). O aspecto geral do espectro de RMN 'H sugere uma estrutura simétrica,
levando a hipétese de tratar-se de uma lignana. A consideracdo de questdes biossintéticas e
dos sinais observados no espectro de RMN 'H levou a proposi¢do da estrutura de 12 como
sendo a lignana tetraidrofuranica siringaresinol.

O espectro de RMN Be juntamente com os sinais encontrados no espectro de DEPT
135°, revelou sinal intenso relativo as metoxilas equivalentes, em d¢ 56,2. O sinal em &¢
102,7 € relativo aos carbonos metinicos aromaticos, enquanto que os sinais de carbonos
ligados a oxigénio que aparecem em O¢c 86,0 ¢ dc 71,6 sdo compativeis com a proposta,
sendo atribuidos respectivamente, aos carbonos C-7, C-7" ¢ C-9, C-9’. O sinal em Jc 54,1
referente a carbono metinico pdde ser atribuido a C-8. Sdo observados trés sinais de
carbonos ndo ligados a hidrogénio que aparecem em &¢ 147,2 relativo a C-5, C-5°, C-3 ¢ C-
3’, em &¢ 134,2 relativo a C-4 e C-4’, este dltimo mais protegido devido efeito conferido
pela vizinhanga de dois substituintes oxigenados, e um sinal em ¢ 131,7, relativo ao C-1 e
C-1.

Os dados encontrados para a substancia 12 coincidem com aqueles descritos para a
lignana furofuranica siringaresinol (TABELAS 43 e 44), confirmando tratarem-se da
mesma substancia. Sendo assim, este é o primeiro relato da ocorréncia de lignanas no

género Unonopsis.
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TABELA 43.Dados de RMN 'H de 12 e da siringaresinol [VERMES, ef al., 1991].

H 8 12% [m, J (Hz)] 3 siringaresinol ”
2eb6 6,52 (s) 6,60 (s)
2’e6
TeT 4,65 (d, 5,0) 4,75 (d, 7,0)
8e¥ 3,04 (m) 3,10 (m)
99 3,82 (m) 3,90 ax (d, 9,7)
4,22 (m) 4,31 eq(d, 9,7)
3-OCH; e 5-OCH; 3,83 (s) 3,78 (s)

3’-OCH; e 5’-OCH;3

(300 MHz, CDCl/CD;0D), *(360 MHz, CDCls)

TABELA 44. Dados de RMN "°C (§) de 12 e da siringaresinol [AGRAWAL, et al., 1985].

C 5120 3 siringaresinol” DEPT 135°
lel’ 131,7 132,1 C
2e6 102,7 102,7 CH
2’e6
3e5 147,2 1471 C
3e5
d4ed 134,3 134,3 C
TeT 86,0 86,1 CH,
8e8’ 54,1 54,3 CH
9e¢9 71,6 71,8 CH,
3-OCH; e 5-OCHj3 56,2 56,4 CH;

3’-OCH3; e 5°-OCH3

%(75 MHz, CDCl/CD;0D), "(75MHz, CDCl5)
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- Atividades bioldgicas

As lignanas, de um modo geral, apresentam uma gama de atividades bioldgicas. Para
a lignana siringaresinol é descrita atividade inibitéria contra Helicobacter pilori, agente
responsdvel por ulceras géstricas, inibindo em até 90% das bactérias, e possuindo uma dose
letal DLjop de 500ug/mL [MIYAZAWA, et al., 2006]. Também € descrita sua acgdo
inibitéria sobre a produgdo de 6xido nitrico, um dos mediadores de processos inflamatoérios

e alérgicos, além da a¢do capturadora de radicais livres [WANG, et al., 2005].
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ESPECTRO 61. Espectro de RMN 'H de 12.
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ESPECTRO 62. Espectro de RMN "°C de 12.
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ESPECTRO 63. Espectro de DEPT 135° de 12.

4.6.2 — N-trans-feruloiltiramina (13)

OH

HeC™ (13)
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O composto 13 apresentou-se como um s6lido amorfo de cor amarelo escuro, solivel
em CHCI; e gotas de MeOH. Foi obtido do extrato etandlico do cerne e purificado através
de cromatografia em coluna de Sephadex LH-20. Em CCDS (eluente: CHCl3:MeOH 9:1;
revelador: sulfato cérico e aquecimento) apresentou apenas um ponto de cor amarela clara e
Rf 0,70.

O espectro de RMN 'H de 13 revelou dois dubletos relativos a hidrogénios olefinicos,
em Oy 6,18 (H-8) e dy 7,42 (H-7), apresentando constante de acoplamento de 15,4 Hz,
definindo a relacdo trans entre esses hidrogénios que compdem a dupla ligagdo. Um sinal
relativo a uma metoxila foi observado em 0y 3,82, além de vérios sinais entre 8y 6,70-7,00,
relativos aos hidrogénios ligados a anel aromdticos, que puderam ter suas atribui¢cdes
confirmadas através do experimento bidimensional HMQC. Através deste experimento
pdde-se caracterizar também dois sinais em oy 2,71 (7, J 8,7 € 6,8 Hz) e Oy 3,49 (¢, J 8,7 ¢
6,8 Hz), correspondentes a dois grupos metilénicos vicinais.

No espectro de RMN BC foram observados 18 sinais que através do espectro de
DEPT 135°, foram identificados como sendo de um carbono metilico, dois metilénicos,
nove metinicos e seis carbonos nio ligados a hidrogénio. Chama a ateng@o os sinais em Oc¢
115,3 (C-3’ e C-5") e &¢ 129,6 (C-2’ e C-6’), ambos metinicos, que se apresentaram com
grande intensidade quando comparado aos outros carbonos metinicos, servindo com um
indicativo de um anel aromético para substituido. Os sinais em &c 141,2 (C-7) e 117,5 (C-
8) sdo referentes aos carbonos que compdem a dupla ligacdo, este tltimo mais protegido
devido a sua posi¢do o em relagdo a carbonila em C-9. Observa-se ainda, um sinal em d¢
166,9, referente a carbonila localizada em C-9 e um sinal em ¢ 55,7 (3-OCH3) que pode
ser atribuido a uma metoxila. Os demais sinais, bem como as correlagdes observadas nos
experimentos bidimensionais, estdo descritos na tabela 50.

A consideracdo dos sinais observados nos espectros de RMN uni e bidimensionais
permitiu propor que a substincia 13 corresponde A N-trans-feruloiltiramina. E o primeiro

relato deste composto no género Unonopsis.
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TABELA 45. Dados de RMN 'H, "*C, DEPT 135° ¢ HMBC de 13 (CDCl5/CD;0D).

HeC §'H[m,JHz)] &°C e HMBe
135° 2 7 3 7

| — 126.9 C H-7 H-5/H-8
2 6,92 (s1) 1100 CH - H-6/ H-7
3 1470 c - 3-OCHj
O —— 147.6 C H-5 H-2
5 6,78 (d, 8.3) 114,9 CH w e
6 6,94 (d, 8.9) 122,0 CH - H-7/H-
7 742 (d, 154) 1412 CH e H-6
8 6,18 (d, 15.4) 117.5 CH H7 e
9 166.9 C H-8 H-7/H-8’
ro - 129.6 C H-2/H-7”  H-3'/H-§
2 6.97 (d,7.7) 129,7 CH e e
3 6.69 (d, 7.7) 115.3 CH H-2’ H-5’
e 155.2 C H-3/H-5  H-2’/H-6’
5 6.69 (d, 7.7) 115.3 CH H-6’ H-3’
6’ 6.97 (d,7.7) 129.6 CH —ee e
7 271(187¢68) 344 CH, H-8’ H-2’
8 349 (1, 87¢68) 409 CH, H-7?

3-OCHj 3,82 (s) 55,7 CH; e e

m = multiplicidade dos sinais.
J =constante de acoplamento (em Hz)
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- Ocorréncia e atividades bioldgicas

Foi relatado o isolamento deste composto a partir de batatas apds a infeccdo por
fungos, o que sugere seu envolvimento em reagdes de hipersensibilidade pos-infeccdes,
sendo também considerado como um intermedidrio sinalizador de transdu¢do em plantas
[ENGSTR()M, et al., 1998]. Também se encontram relatos de efeito pronunciado da N-

trans-feruloiltiramina na inibicao de fungos fitopatogénicos [MIZUTANI, et al., 1998].
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4.7 — Resultado dos ensaios biologicos

4.7.1 — Avaliacao da toxicidade sobre Artemia salina

O bioensaio de toxicidade sobre Artemia salina foi realizado com o extrato
alcaloidico e 6leo essencial das folhas de U. lindmanii e com a fracdo diclorometanica
oriunda do extrato do cerne. O ensaio de TAS, como citado anteriormente, apresenta boa
correlagdes com outros ensaios mais complexos, dentre os quais se destaca a atividade
antitumoral e tripanossomicida [ANDERSON, et al., 1991; ZANI, et al., 1995].

Todos extratos e 6leo essencial de U. lindmanii apresentaram-se toxicos sobre A.
salina, sendo que a maior atividade foi observada para o 6leo essencial das folhas ULFOE-
I, com DLsy de 17,9 ug/mL, e o menos ativo sendo a parte do extrato do cerne
UlcSolDCM, com DLsy de 161,3 pug/mL (TABELA 46). O extrato é considerado ativo
quando a DLso for menor ou igual a 1000 ppm [FERRIGNI, e? al., 1984].

TABELA 46. Resultado da avaliacdo da toxicidade sobre Artemia salina dos extratos

oriundos das folhas e cerne de Unonopsis lindmanii.

Extrato teste DLs (intervalo de confianca 95%)
Extrato Alcaloidico das folhas - UIFALC 21,9 pg/mL (18,1-26,5)
Oleo essencial das folhas — UIFOE-1 17,9 pg/mL (14,7-21,8)
Extrato EtOH do cerne - UlcSolDCM 161,3 pg/mL (61,9-420,2)
Sulfato de quinidina — controle positivo 214,0 pg/mL (167,0-269,0)

Os resultados positivos obtidos a partir deste ensaio preliminar de toxicidade sobre A.
salina dos extratos de U. lindmanii indicam a necessidade de também submeter as
substancias isoladas ao referido ensaio, visando definir as substancias responsdveis pela
atividade toxica sobre A. salina, bem como submeté-las a ensaios de toxicidade mais

especificos.
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4.7.2 — Avaliacao alelopatica

A possibilidade de existéncia de compostos com atividade alelopética em Unonopsis
lindmanii foi proposta a partir da observacdo em campo da presenca de formacgdes
monoespecificas de U. lindmanii, nas regides de mata ciliar onde a referida espécie era
coletada.

Para avaliacdo da atividade alelopdtica foram realizados ensaios empregando
sementes de espécies modelos de monocotiledonea, Allium cepa L. (cebola) e
dicotiledonea, Lactuca sativa L. (alface).

Desta forma, para verificacdo dos efeitos alelopaticos em sementes de Allium cepa e
Lactuca sativa foram considerados os pardmetros de germinacdo e desenvolvimento das
plantulas ocorridos ap6s 6 dias de incubagiio em estufa com temperatura controlada (25° C)
e sob auséncia total de luz. As leituras referentes a taxa de germinacdo e o
desenvolvimento das sementes foram feitas apds 6 dias de incubacdo e registradas em
comparag¢do ao controle (branco).

O extrato alcaloidico e o 6leo essencial obtidos das folhas, bem como a fracdo
diclorometanica obtida a partir do extrato etandlico do cerne de U. lindmanii foram

avaliados e os resultados estdo descritos a seguir.

4.8.1 - Resultados obtidos na avaliacao alelopatica dos extratos de Unonopsis

lindmanii sobre Allium cepa (modelo monocotiledonea).

- Germinacao das sementes de Allium cepa

Ao analisar os percentuais de germinagdo das sementes de A. cepa, observou-se que o
6leo essencial apresentou atividade dose-dependente, chegando a inibir cerca de 62% da

germinagdo das sementes na maior concentragdo (1000 pg/mL). O extrato etandlico do
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cerne e o extrato alcaloidico apresentaram-se bastante ativos, reduzindo consideravelmente

a germinabilidade das sementes (TABELA 52).

TABELA 47. Percentagem de inibicdo da germinagao* das sementes de Allium cepa

promovida pelos extratos de U. lindmanii.

Extratos e concentracoes testadas (ug/mL) Hipocétilo Radicula
Oleo essencial — UIFOE —1
1000 61,9 57,0
500 34,9 23,8
250 254 14,3
Extrato etandlico do cerne — UlcSolDCM
1000 92,1 88,9
500 84,0 84,0
250 93,7 92,1
Extrato alcaloidico — UIFALC
1000 68,3 69.9
500 68,3 73,0
250 71,4 73,0

*QOs percentuais sio calculados em razdo do niimero de sementes germinadas nas placas do controle.

- Crescimento das radiculas e hipocétilos de Allium cepa

Todos os extratos de U. lindmanii inibiram em grande proporc¢ao o crescimento tanto

das radiculas quanto dos hipocétilos de A.cepa, conforme grafico abaixo:
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GRAFICO 1. Inibicdo do crescimento das sementes de Allium cepa (cebola) promovido

pelos extratos de U. lindmanii.
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Hip.:hipocétilos; Rad.:radiculas; OE*: 6leo essencial das folhas; S*: extrato etandlico do cerne; A*: extrato

alcaloidico das folhas.

*0s nimeros que seguem sao referentes as respectivas concentragdes testadas (Lg/mL).

Dentre os extratos testados, o dleo essencial foi o que se apresentou com maior
atividade, inibindo em maior propor¢do o crescimento dos hipocétilos, € em menor
propor¢ao o crescimento das radiculas, ambos com os efeitos dose-dependente nas
concentragdes testadas.

O extrato etandlico do cerne também apresentou efeito inibitério, sendo maior sobre o
crescimento dos hipocétilos; quanto as radiculas, notou-se pouca diferenca entre a taxa de
inibicao em relagdo a dose.

O extrato alcaloidico inibiu o crescimento das plantulas, entretanto, este extrato exibiu
um efeito inibitério mais pronunciado sobre as radiculas do que sobre os hipocétilos, em

relacdo dose-dependente.
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4.8.1 - Resultados obtidos na avaliacao alelopatica dos extratos de Unonopsis

lindmanii sobre Lactuca sativa (modelo dicotiledonea).

- Germinacdo das sementes de Lactuca sativa

Sobre as sementes de L. sativa os extratos apresentaram-se menos efetivos na inibi¢ao
da germinacdo do que sobre A. cepa. Entretanto, ainda € observada uma considerdvel
diminuicdo da germinacdo das sementes, no qual o 6leo essencial mostrou maior efeito
dose-dependente, sendo que na maior concentracio inibiu em até 88,2% a germinacao dos
hipocétilos e radiculas. Os extratos do cerne e alcaloidico apresentaram inibicdo da

germinacdo em torno de 51% e 25%, respectivamente, ambos com pouca variagdo em

relacdo a concentragao.

TABELA 48. Percentagem de inibi¢cdo da germinacao* de sementes de Lactuca sativa

promovida pelos extratos de U. lindmanii.

Extratos e concentracoes testadas (ug/mL) Hipocoétilo Radicula
Oleo essencial — ULFOE -1
1000 88,2 88,2
500 70,6 70,6
250 67,7 67,7
Extrato etandlico do cerne — UlcSolIDCM
1000 53,0 53,0
500 51,5 51,5
250 51,5 51,5
Extrato alcaloidico — UIFALC
1000 26,5 26,5
500 20,6 20,6
250 25,0 25,0

*Qs percentuais sdo calculados em razao do numero de sementes germinadas nas placas do controle.
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- Crescimento das radiculas e hipocdétilos de Lactuca sativa

De uma maneira geral, observou-se uma menor atividade dos extratos sobre as

sementes de L. sativa (dicotiledonea) quanto comparada com a atividade exercida sobre as

sementes de A. cepa (monocotiledonea).

Todos os extratos apresentaram efeito inibitério mais pronunciado sobre o
crescimento dos hipocétilos de L. sativa, e um menor efeito sobre as radiculas. O dleo
essencial apresentou a maior taxa de inibi¢do de crescimento tanto dos hipocétilos quanto

das radiculas, seguido do extrato etandlico do cerne. O extrato alcaloidico apresentou maior

atividade sobre os hipocétilos, com atividade varidvel nas concentragdes testadas.

GRAFICO 2. Inibi¢do do crescimento das sementes de Lactuca sativa (alface) promovido

pelos extratos de U. lindmanii.
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Hip.:hipocétilos; Rad.:radiculas; OE*: 6leo essencial das folhas; S*: extrato etandlico do cerne; A*: extrato

alcaloidico das folhas.

*0s nimeros que seguem sao referente as respectivas concentragdes testadas (iLg/mL).
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Os resultados indicam uma maior atividade dos extratos de U. lindmanii em modelo
de plantas monocotiledonea (Allium cepa), tanto na inibicdo da germinacido das sementes
quanto na diminui¢do do crescimento e desenvolvimento das mesmas. Dentre os extratos
testados, Oleo essencial foi o mais ativo sobre o crescimento e desenvolvimento das
sementes, enquanto o extrato etandlico do cerne apresentou-se o mais ativo quanto a
inibicdo da geminagao.

Ha vérios relatos na literatura que descrevem o potencial alelopdtico de o6leos
essenciais, tais como os oriundos de plantas pertencentes aos géneros Ruta [FEO, et al.,
2002], Cymbopogon e Lippia [ALVES, et al., 2004], Tagetes e Schinus [SCRIVANTI, et
al., 2003], e representantes da familia Lamiaceae [POSER, et al., 1996; ANGELINI, et al.,
2003]. O trabalho realizado por Dudai e colaboradores descreve o potencial alelopatico de
plantas dos géneros Cymbopogon, Micrometria e Origanum, avaliando também o possivel
emprego como herbicidas naturais [DUDAL et al., 1999]. Quanto a familia Annonaceae, a
espécie Duguetia furfuracea apresentou um pronunciado efeito indutor do crescimento de
radiculas e hipocétilos de L. sativa exercido pelo 6leo essencial, mas o extrato alcaloidico
desta espécie exibiu inibicdo da germinacdo e crescimento das sementes [SILVA, et al.,
2005].

Dellagreca e colaboradores descrevem atividade alelopatica de megastigmanos
alénicos isolados de Chenopodium album sobre as plantulas de L. sativa. Entre esses
megastigmanos, o composto grasshoper ketone foi isolado e posteriormente avaliado, e
inibiu o crescimento dos hipocétilos em até 30% e das radiculas em 20% [DELLAGRECA,
et al., 2004]. Essa substancia foi identificada no extrato alcaloidico, que também apresentou
atividade, das folhas de U. lindmanii.

Macias e colaboradores também descrevem a atividade alelopdtica exibida por
megastigmanos isolados de Helianthus annuus, sendo observada seletividade dos
compostos testados sobre modelos de espécies monocotiledoneas, tal como A. cepa,
chegando a inibir até 45% da germinacdo das sementes e apresentando efeito estimulante

sobre crescimento das radiculas [MACfAS, et al., 1998].
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5 - CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Unonopsis lindmanii conduziu ao
isolamento e identificacdo de 15 substancias e obtencdo de dois produtos por modificacdo
estrutural.

Das folhas foi isolado o megastigmano (3S,55,8R)-3,5-diidréxi-megastigma-6,7-
diene-9-ona (9); dois alcaldides de esqueleto aporfindide: liriodenina (6) e (—)-asimilobina
(7) e cinco sesquiterpenos: o- copaeno (1), (+)-biciclogermacreno (2), alloaromadendreno
(3), (-)-globulol (4) e (+)-espatulenol (5).

Do cerne foram obtidos dois alcaldides: asimilobina (7) e (—)-anonaina (8); uma
lignana: (-)-siringaresinol (12); um derivado do 4cido cinamico: N-trans-feruloiltiramina
(13), e dois esterdides: B-sitosterol (10) e estigmasterol (11).

Este trabalho contribuiu para ampliacdo da caracterizacdo quimica do gé€nero
Unonopsis, uma vez que os compostos 2, 3, 4, 5, 9, 12 e 13 estdo sendo descritos pela
primeira vez no género.

Os extratos foram testados frente aos bioensaios de toxicidade sobre a Artemia salina
e avaliacdo alelopdtica frente a duas espécies vegetais mono e dicotiledonea, Allium cepa e
Lactuca sativa, respectivamente. Os extratos apresentaram-se ativos frentes aos ensaios
propostos; no ensaio de toxicidade sobre A. salina, todos foram ativos, sendo o 6leo
essencial das folhas o de maior expressividade, com DLsy de 17,9 pg/mL. No ensaio de
avaliacdo alelopdtica, todos os extratos apresentaram-se ativos, no qual o 6leo essencial das
folhas exibiu inibi¢do da germinagdo e crescimento das espécies na ordem de até 90%.

Os resultados obtidos a partir da avaliagdo bioldgica dos extratos desta espécie foram
bastante significativos e indicam a necessidade de também submeter as substancias isoladas
aos respectivos ensaios bioldgicos, visando definir as substincias responsiveis pela

toxicidade sobre A. salina, bem como pelo efeito alelopatico.
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“Ao estudo da sabedoria jamais havereis de pdr termo;

ndo acabe ele antes de acabada a vossa vida.

Em trés coisas cumpre ao homem pensar e exercitar-se

enquanto viva: em bem saber, em bem falar e em bem obrar.
Desterra dos teus estudos a arrogancia;

nao fiques presumido pelo que sabes, porque tudo

quanto sabe 0 mais sabio homem do mundo nada é

em comparacao com o muito que lhe falta saber.

Mui escasso €, e muito obscuro e incerto,

tudo quanto os homens alcangam nesta vida;

e 0s nossos entendimentos, detidos e presos neste carcere do corpo,
estdo oprimidos por grandissima escuriddo, trevas e ignorancia,

e o corte ou fio do engenho € tao cego que nao pode cortar,

nem passar-lhe de raspdo sequer, coisa alguma.

Afora isto, a arrogancia faz com que ndo possas tirar proveito do estudo;
creio que terd havido muitos que ndo chegaram a sébios

e que poderiam té-lo sido se ndo dessem a entender que ja o eram.
Deveis guardar-vos, também, de porfias, de competéncias,

de menosprezar ou amesquinhar o que os

outros sabem ou nao sabem, de desejar vanglorias.

Para isto servem os estudos:

para nos ensinarem a fugir de tais vicios e de outros semelhantes”.

Juan Luis Vives (1492-1540), fil6sofo, In: "Introducao a Sabedoria”.



