1. INTRODUCAO

O uso de plantas pelo homem ¢ uma pratica antiga que visa o controle e cura de
diversos males que afetam a sailde humana e registros historicos revelam que em todos os
povos em todas as épocas houve o uso de plantas para aliviar o sofrimento humano
provocado por doencas. Ervas medicinais sdo utilizadas como um recurso terapéutico,
devido ao baixo custo, maior acessibilidade, sendo ainda utilizada por aproximadamente
80% da populacdo mundial. (TIWARI, 2008)

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo
estudos quimicos e farmacologicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos
com propriedades terapéuticas. (FILHO & YUNES, 1998; CORDELL, 2000)

Os vegetais respondem a estimulos ambientais bastante variaveis como, fertilidade e
tipo de solo, umidade, temperatura, ataque de insetos ou animais, que podem influenciar e
alterar a produgdo de metabdlitos secundarios. (ALVES, 2001)

A origem dos metabdlitos secundarios em espécies vegetais se deve a existéncia de
rotas biossintéticas. A via do acido chiquimico gera alguns aminodcidos aromaticos
(triptofano, fenilalanina e tirosina), precursores de alcaloides inddlicos e isoquinolinicos,
fenilpropandides e alilpropenilfenois, onde esses ultimos geram por acoplamento oxidativo
dimeros Ce¢Cs (lignanas e neolignanas) e terpenos sdo formados por unidades de
isopentenilpirofosfato (IPP), oriundos da via do 4cido mevalonico ou mevalonato. (MANN,
1995)

Uma das linhas de pesquisa desenvolvidas no laboratério LP-1 do Departamento de
Quimica da UFMS trata do estudo quimico de espécies vegetais no Cerrado e Pantanal de
Mato Grosso do Sul e avaliagdo de diversas atividades biologicas de metabolitos

secundarios obtidos destas plantas.
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1.1 Familia Lauraceae — Género Nectandra

As plantas da familia Lauraceae apresentam-se amplamente distribuidas em regides
tropicais e subtropicais do planeta, principalmente em regides florestais Centro e Sul-
americanas. Esta familia compreende 49 géneros, possuindo de 2.500-3.000 espécies
(WERFF& RICHTER, 1996).

Os géneros de maior importancia econdmica sdo Ocotea, Aniba e Nectandra,
empregados para diversos fins, como utilizacdo da madeira na construgdo civil, induastria
quimica, perfumaria e culindria, porém o uso de algumas espécies na medicina popular ¢
restrito a comunidades tradicionais que possuem o conhecimento empirico. (RAGGI, 2008;
MARQUES, 2001)

No Brasil ocorrem aproximadamente 20 géneros, sendo Nectandra um dos
principais géneros da familia Lauraceae, com cerca de 114 espécies reconhecidas e destas
43 s3o brasileiras (GOTTLIEB, 1972; ROYAL BOTANIC, 2007; KUBITZKI &
ROHWER, 1993; PIO CORREA, 1984).

Do ponto de vista fitoquimico, as plantas da familia Lauraceae sdo conhecidas pela
ocorréncia de lignanas e neolignanas, alcaldides aporfinicos e benzilquinolinicos,
flavonoides, pironas e sesquiterpenos. Lignanas e neolignanas sdo os constituintes
comumente encontrados em plantas desta familia (BARBOSA FILHO, 2000; GOTTLIEB
& YOSHIDA, 1989). Lignanas sdao compostos formados a partir de duas unidades de
fenilpropandide, unidos pela ligagdo C-8 da cadeia lateral, ja neolignanas sdo derivados do
acoplamento oxidativo de alil/propenilfendis, ambas as classes podendo variar de acordo
com o nivel de oxidagdo, padrao de substituicao e estrutura basica do esqueleto carbonico
(UMEZAWA, 2003) e de acordo com Aveniente e colaboradores (2007) analogos de
neolignanas obtidas por meios de sintese como, ceto-neolignanas ([-cetoésteres [-
cetosulfetos) possuem alto potencial de atividade antileishmaniose.

A literatura relata diversas atividades biologicas para lignanas e neolignanas de

origem vegetal (Quadro 1, pag. 3).
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Quadro 1. Atividades biologicas descritas para lignanas e/ou neolignanas de origem

vegetal

Atividade Biolégica

Referéncia

Efeitos neuroprotetores

ZHAI et al. 2005; MA et al., 2005;
JANG et al., 2001

Atividade antioxidante

YAMAUCHI et al., 2005; JIN et al.,
2005; REZENDE et al, 2005;
EKLUND et al., 2005, ABOU-
GAZAR et al., 2004; YU et al., 2000

Utilizadas para uso farmacéutico, dermatolégico ou
cosmético com o propodsito de modulagdo de niveis de
testosterona no tratamento ou prevencdo de doengas
resultantes de variagdes anormais desse hormoénio —

“modulating testosterone levels”

PHILIPPE & DIDIER, 2008

Antiinflamatoria e analgésica (neolignanas e/ou seus

derivados sintéticos)

SILVA et al., 2006

Antitumoral McRAE & TOWERS, 1984
Antimitotica AYRES & LOIKE, 1990
Antiviral UMEZAWA, 1996
CHEN et. al., 2008; LIN et. al.,
Antiinflamatéria 2006, DA SILVA FILHO et al.,
2004
Antialérgica KOYAMA et. al., 2006
Antimalérica MA et. al., 2006; DA SILVA FILHO
et. al., 2008; KRAFT et. al., 2002
Antifungica KOROISHI et. al., 2008

Atividade antileishmaniose e antimalarica.

DA SILVA FILHO et. al., 2008;
AVENIENTE et. al., 2007.

PAF-antagonista

BARRERA & SUAREZ, 2009
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A familia Lauraceae possui também varias espécies produtoras de oleos essenciais
(RAGGI, 2008; GOTTLIEB et. al, 1981), sendo muitos com atividade biologica
comprovada em laboratério como: Origanum syriacum - atividade antioxidante e
antimicrobiana (ALMA et. al., 2003), Ocotea quixos — antiplaquetdria e antitrombodtica
(BALLABENI et. al., 2007), Cinnamomum zeylanicum — antioxidante e antifiungica
(DONGMO et. al., 2007). Alguns oleos essenciais de espécies do género Nectandra ja
foram estudadas como N. angustifolia (FESTER et. al., 1960), N. coriaceae (PINO et. al.,
2005), N. elaiophora (NAVES ,1951), N. rigida (ALPANDE DE MORAIS et. al., 1972) e
alguns com atividade biologica como Nectandra megapotamica — atividade anti-tumoral,
antiinflamatoria e antimicrobiana (APEL, et al., 2006) e N. membranacea — inibi¢do da
enzima cisteina protease (SETZER et. al., 2007).

Algumas espécies de Nectandra sao utilizadas na medicina popular por apresentar
propriedades como: digestiva, antireumatica, diurética (CORREA, 1984), no tratamento de
reumatismo, artrite ¢ dor (BERTUCCI et. al., 2008) no qual o autor relata a presenga de
constituintes quimicos como triterpenos, esterdides, glicosideos e flavonoides. Foi
comprovada atividade antimaldrica in vitro de extratos de plantas da espécie Nectandra,
utilizadas por tribos indigenas Chacobo da Amazodnia boliviana (MUNOZ et. al.,2000) e
indigenas Tacana que sobrevivem na Cordilheira dos Andes (DEHARO et. al., 2001).

Com relagdo as classes de metabolitos secundarios encontradas em plantas do
género Nectandra, foram previamente isolados terpenos (mono-, sesqui- e diterpenos),
lignanas e neolignanas, alcaldides, além de glicosideos cianogénicos, fenilpropanodides e

flavonodides (Quadro 2, pagina 5 e 6).
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Quadro 2. Constituintes quimicos isolados do género Nectandra

Espécie Parte da planta Constituinte(s) Referéncia
N. menbranacea casca acido iliaco; acido costico e acido 3-isocOstico WU et. al., 2006
N. amazonum folhas licarina A CABRAL et. al., 2007
nectomazina A; nectomazina B; nectomazina C; (+)-
o o ] - BARRERA & SUAREZ,
N. amazonum folhas licarina A; (+)-acuminatina; denudatina B; liliflol B;

macrophyllina B; denudanolideo D e kadsurenina C.

2009

GRUNDON &
N. rodiei casca do caule rodiasina
MACGARVEY, 1966
N. falcifolia folhas caempferol 3-O- ramnopiranosideo TRUITI et. al., 2003
acido protocatecuico e flavonodides afzelina e
quercetrina; (7S, 8R, 1'R, 3'R)-3,4,5 -trimetoxi-3,7 -
N. grandiflora folhas . . . . RIBEIRO et. al., 2005
ciclo-8,1 -neolig-8'-ene-2,4"(3 'H)-diona, piperol B;
burchelina.
desidrodisoeugenol , galgravina, nectandrina A,

N. rigida

folhas e caule

nectandrina B, laureliptina e B-sitosterol

LE QUESNE et. al., 1980

N. salicifolia

casca do tronco

(+)-costaricina;  (+)-boldina; (+)-isoboldina;  (+)-

isocoridina; (+)-laurolitsina; (+)-laurotetanina; (+)-N-

metilaurotetanina; (+)-norisocordina; (+)-
norpurpureina; (1R)-coclaurina; (1S)-N-
metilcoclaurina;  (1S5)-Nor-juzifina;  (1S)-reticulina;

(995)-sebiferina; (6aS)-glaziovina.

BOHLKE et. al., 2006

espatulenol; alismol; elemicina; asarona; veraguensina;

N. saligna folhas DE MELO et. al., 2004
calopeptina; liriotulipiferina
N. rubra cerne rubrenolideo e rubrinolideo FRANCA et al., 1972
HERNES & HEDGES,
N. amazonum casca taninos
2004
HAASE & WANTSEN,
N. microcarpa folhas taninos
2008
3"-metoxi-3,4-metilenodioxi-4",7-epoxi-9-nor-8§,5-
N. lineata ) o )
neolignan-9°-acetoxinorlignana; 3 -metoxi-
folhas ) o ) ) CHERIGO et. al., 2005
3,4metilenodioxi-4'-7-ep6xi-9-nor-8,5 -neolignana-
7,8"-dieno
nordomesticina; norlirioferina; 1,2,3-trimet6xi-9,10-
N. sinuata casca CASTRO et. al, 2001
metilenodioxidiidroaporfina
BARBOSA FILHO et. a.l,
N. amazonum fruto sesamina e O-metilpiperitol 1991
BARBOSA FILHO et. al.,
N. glabrescens fruto licarina-A e licarina-E

1991

N. turbacensis

casca € cerne

(+)-sesamina; (+)-dimetoxiexcelsina; (+)-piperitol e

DE CARVALHO et. al,
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(IR, 28, 5R)-2-(3 -metoxi-4,5 -

metilenodioxifenil)3,7-dioxa-6-oxobiciclo[3.3.0]octano

1986

N. puberula

cerne

veraguensina; acido geranilgeranodidico; (7R, 8S,
8'R)-7-hidroxi-3,4,3",4"-tetrametoxi-8.8 -neolignana;

(8S,  8'R)-4’-hidroxi-3 -metoxi-3,4-metilenodioxi-7-
ox0-8.8"-neolignana; (8S, 8'R)-3",4’-dimetoxi-3,4-
metilenodioxi-7-0x0-8.8"-neolignana; (8S,8'R)-

3,4,3",4’-dimetilenodioxi-7-0x0-8.8 "-neolignana

MORO et. al., 1987

N. polita

cerne

sitosterol;  O-metileugenol; desidrodieugenol; O-

metildesidrodieugenol e di-O-metildesidrodieugenol

SUAREZ et. al., 1983

N. miranda

cerne

(PAY 35, 3aS)-5-alil-3a-metoxi-2-(3',4,5"-
trimetoxifenil)-3-metil-2,3,3a,6-tetraidro-
6oxobenzofurano (mirandina A); (285, 3S, 3aR)- 5-alil-
3a-metoxi-2-(3",4",5 -trimetoxifenil)-3-metil-2,3,3a, 6-
tetraidro-6-oxobenzofurano (mirandina B); 7-alil-6-
hidroxi-5-metoxi-2-(3°, 4’, 5’-trimetoxifenil)-3-
metilbenzofurano e (2R, 3R)-7-metoxi-2-(3",4°5'-
trimetoxifenil)-3-metil-5-(E)-propenil-2,3-

dihidrobenzofurano (licarina C)

AlIBA et. al., 1977

N. cissiflora

Cascas do tronco

ac.  costico; 12-carboxieudesman-3,11(13)-dieno;
eudesm-13-eno-12,4f3-olideo; ac. visico; ac. 3-oxo-y-
costico; ac. 5P-hidroxi-4-oxo-11(13)-desidroifionan-
12-6ico; ac.  3o-hidroxiisofion-11(13)-en-12-6ico;
costoato de 10-nor-fenchoila; eudesma-3,11(13)-dien-

12-oato de nor-fenchoila e (-)-epicatequina

MIRANDA & GARCEZ,
2008

N. gardneri

frutos e folhas

frutos: isolancifolide; fraxidin e fraxidin 8-O-f-D-

glucopiranosideo.

GARCEZ et. al., 1999

Algumas atividades farmacoldgicas comprovadas em extratos e fracdes de extrato

de espécies de Nectandra sao relatadas no Quadro 3, enquanto que as estruturas de algumas

substancias isoladas deste género e relacionadas no Quadro 2 sdo apresentadas na figuras 1-

13, pag 8-15.
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Quadro 3. Espécies de Nectandra e atividades biologicas relacionadas

Espécie

Parte da planta

Atividade biologica

Referéncia

N. rubra

cerne

efeito toxico frente

quadripunctata e Pinus sylvestris

a Limnoria

BORGES et. al., 2008

N. membranacea

extrato EtOH do caule e
folhas

antifingica

AGRIPINO et adal,
2004

inibicdo de protease cisteina

N. membranacea oleo essencial das folhas SETZER et. al., 2007
(tripanocida)
antimicrobiana, antibacteriano e

N. membranacea oleo essencial das folhas WERKA et. al., 2007
citotoxica

N. cuspidata

extrato EtOH da casca

atividade antimalarica

MUNOZ et. al., 2000

do caule
N. falcifolia extrato EtOH das folhas | atividade anti-inflamatéria DE MELO et. al., 2006
N. falcifolia extrato EtOH das folhas | atividade tripanocida TRUITI et. al., 2005
N. falcifolia extrato EtOH das folhas | antiinflamatoria e antimicrobial TRUITI et. al., 2006
N. hihua extrato ELOH da casca atividade antimalarica DEHARO et. al., 2001

do caule

N. salicifolia

extrato EtOH das folhas

vasoativa (relaxante muscular)

SLISH et. al., 1999

N. salicina

oleo essencial das folhas

e casca do caule

citotoxico

CICCIO et. al., 2009
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Figura 1. Estruturas de sesquiterpenos de espécies de Nectandra
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Figura 2. Estruturas de alcaldides de espécies de Nectandra
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Figura 3. Estruturas de alcaloides de espécies de Nectandra (Continuagao)
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Figura 4. Estruturas de lignanas de espécies de Nectandra
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Figura 5: Estruturas de neolignanas de espécies de Nectandra
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Figura 6: Estruturas de neolignanas de espécies de Nectandra
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Figura 7: Estruturas de neolignanas de espécies de Nectandra

(75, 8R, 1R, 3°R)- calopeptina (DE MELO et. al., 2004)

3,4,5-trimetoxi-3,7 -ciclo-8,1-neolig-8 "-eno-2,4 -
(3’H)-diona (RIBEIRO et. al., 2005)
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(7R, 8S, 4R, 3'S, 5'S)-A8'-4'hidroxi—3,4,5,3',5'—pentametéxi-Z',3 4" 5 -tetraidro-2-0x0-7.3",
8.5'neolignana (nectomazina A) (BARRERA & SUAREZ, 2009)

(7R, 8S, 4’S, 3'S, 5'S)- A*-4’hidroxi-3,4,5,3",5 -pentametdxi-2’,3",4",5 -tetraidro-2-0x0-7.3",
8.5 neolignana (nectomazina B) (BARRERA & SUAREZ, 2009)

(7R, 8S, 2'R, 3'RA'R, 5'S) - A¥-2’4’-diihdroxi-3,4,5,3",5 -pentametoxi-2,3’,4’,5 -tetraidro-7.3",
8.5'neolignana (nectomazina C) (BARRERA & SUAREZ, 2009)

i burchelina (RIBEIRO et. al., 2005
piperol B (RIBEIRO et. al., 2005) urchelina ( et.a )

Figura 7: Estruturas de neolignanas de espécies de Nectandra (continuagao)
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MeO, OMe
AN 7
MeO i
o Xy o

denudatina B (BARRERA & SUAREZ,
R;=OMe; R,=OH,(+)-licarina A. 2009)
R;=R,=OMe,(+)-acuminatina.

(BARRERA & SUAREZ, 2009)

O,

= P

o i

o OH

liliflol B (BARRERA & SUAREZ, 2009)

macrophyllina B (BARRERA & denudanolideo D (BARRERA &
SUAREZ, 2009) SUAREZ, 2009)

kadsurenina C (BARRERA & SUAREZ,
2009)

Figura 8: Estrutura de dois butanolideos isolados de um espécime do género Nectandra

O,

Hi

BN o
rubrinolideo (FRANCA et. al., 1972)

| |fe)

el

2,

[§) 0. S(CHz)g
H \E)__\“\\\\(CHZ)ET\\ o s _\

rubrenolideo (FRANCA et. al., 1972)

Figura 9: Estrutura de flavonoides isolados do género Nectandra

canferol-3-O-o- quercetrina  (RIBEIRO et. al.,
rhamnopiranosideo (TRUITI et. | 2005)
al., 2006)

afzelina (RIBEIRO et. al., 2005)
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Figura 10: Estrutura de fenilpropandides isolados do género Nectandra
(e}

HO.
OH

HO
acido protocatecuico (RIBEIRO et. al., 2005)

MeO OMe

OMe

elemicina (DE MELO et. al., 2004)

\

OCH;

\_/

HaCO

o

o

I
&

a-asarona (DE MELO et. al., 2004)

Figura 11: Estrutura de cumarinas isoladas de um espécime do género Nectandra:

MeO. MeO.
X x
MeO O MeO O
OH 0-B-D-Glu
fraxidin (GARCEZ et. al., 1999) fraxidin 8-O-f-D-glucopiranosideo (GARCEZ et.
al., 1999)

Figura 12: Estrutura de uma lactona isolada em um espécime do Género Nectandra

CHy-(CHy)7-CHg

HO,

isolancifolido (GARCEZ et. al., 1999)

Figura 13: Estrutura de um diterpeno isolado em um espécime do Género Nectandra

acido geranilgeranodidico (MORO et. al., 1987)
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1.2. Nectandra megapotamica

Nectandra megapotamica (figura 14) pertencente 4 famila Lauraceae ¢ uma espécie
arborea, conhecida popularmente por “canelinha, canela-preta, canela-ferrugem, canela-
louro, canela-cheirosa (SP), canela-fedorenta, canela-de-cheiro, canela-merda, canela-loura
e canela-imbuia (SC)”, é encontrada do estado de Sao Paulo até estado do Rio Grande do
Sul e também na regido Centro-Oeste, em praticamente todas as formacdes florestais.
(BARBOSA FILHO, 2000; GOTTLIEB & YOSHIDA, 1989)

A arvore dessa espécie possui altura entre 15-25 m, tronco de 40-60 cm de
diametro, com folhas possuindo de 8-14 cm de comprimento por 2-4 cm de largura e a

madeira de alta resisténcia e cheiro caracteristico. O periodo de florescéncia ¢ do més de

Junho prolongando-se até Setembro e os frutos amadurecem de Novembro-Janeiro, sendo

alimento de passaros. (LORENZI, 2002)

Arvore

;
Casca do tronco frutos de N. megapotamica

Figura 14: fotos de N. megapotamica (LORENZI, 2002).

A literatura relata treze trabalhos realizados com esta espécie, seis dos quais
relacionados a atividades bioldgicas de alguns de seus constituintes quimicos. Da casca do
caule foram obtidos dois alcaldides indodlicos inibidores do crescimento in vitro de
Crithidia fasciculata e Trypanosoma cruzi (DOS SANTOS FILHO & SARTI, 1980; DOS
SANTOS FILHO & GILBERT, 1975). O estudo do extrato hidroalcodlico de um espécime

coletado em Ribeirdo Preto-SP forneceu como componente principal um fenilpropanoide
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(a-asarona) que apresentou atividade analgésica, além de duas neolignanas
tetraidrofuranicas galgravina e veraguensina com atividade antiinflamatoria em ratos e
camundongos (DA SILVA FILHO et. al, 2004b.), da casca do caule também foram
isoladas onze neolignanas, sendo sete com atividade antileishmaniose e antimalarica in
vitro, duas deniminadas galgravina e veraguensina possuindo alta atividade
antileishmaniose, outra chamada calopeptina com atividade antimalarica (DA SILVA
FILHO et. al., 2008), enquanto que das folhas foram obtidas onze neolignanas
tetraidrofuranicas, destacando machilina G e outras cinco denominadas galgravina,
nectandrina B, calopeptina, aristolignina e ganschinsandrina com atividade anti-chagacica
(DA SILVA FILHO et. al., 2004a.). Do extrato etanodlico das cascas do caule de um
espécime coletado em Campo Grande-MS foram obtidos, um flavonoide chamado (+)-
epicatequina e um fenilpropandide chamado ac. 3,4,5-trimetoxibenzdico com atividade
antioxidante, enquanto os diasteroisomeros eritro e treo 1-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2-
propanodiol apresentaram capacidade de acelerar a oxidacdo do f-caroteno e os seis
compostos aromaticos relatados, foram também testados e demonstraram fraca atividade
frente as cepas de Candida e Cryptococus (GARCEZ et. al., 2009).

O ¢6leo essencial de Nectandra megapotamica extraido das folhas de um espécime
coletado em Ilha do Cardoso, Cananéia-SP, apresentou potencial antimicrobiano,
antiinflamatorio e antitumoral (APEL et. al., 2006), sendo que ndo existe relato sobre
estudo dos constituintes volateis dessa espécie em CG-EM e fracionamento em coluna
cromatografica.

O estudo do extrato etanolico da casca do caule e das folhas de um espécime de M.
megapotamica que ocorre na regido do Cerrado de Mato Grosso do Sul, realizado em nosso
do laboratorio, resultou no isolamento e caracterizacdo de fenilpropandides, sesqui- e
diterpenos e flavonoides (GARCEZ et. al., 2007; GARCEZ et. al., 2009).

O quadro 4 (pagina 18), mostra os constituintes e algumas atividades biologicas
relacionadas de compostos isolados de N. megapotamica e as estruturas mostradas na

figuras 15-19, paginas 19-21.
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Quadro 4: Alguns constituintes isolados de N. megapotamica e atividades bioldgicas relacionadas

Fonte

Constituintes/Atividade biologica

Referéncia

Oleo essencial das folhas

antiinflamatorio e antitumoral

(APEL et. al., 2006)

Casca do caule

ativ. antifungica (Candida e Cryptococus) - trans-1(10)-epoxi-

4(15)-cariofileno; 1,2,3-trimetoxi-5-(2-propenilbenzeno

(elemicina); 1,2,3-trimetoxi-5-[(1E)-1-propenil]benzeno
(isoelemicina); eritro-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propano-1,2-diol;
treo-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propano-1,2-diol; 3'4'5-
trimetoxicinamaldeido e (-)-epicatequina.

ativ. antioxidante: (-)-epicatequina e 3°4°5-
trimetoxicinamaldeido

ativ. pro-oxidante: eritro-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propano-1,2-

diol e treo-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propano-1,2-diol.

(GARCEZ et. al., 2009)

2,6-dimetoxi-4[prop-2-enil]fenil-O-a-L-rhamnopiranosil-(1-6)-4-

Folhas D-glucopiranosideo; isovitexina; quercetina-3-O-glicosideo e | (MARQUES et. al., 2006)

quercetina-3-O-rhamnopiranosideo e ent-caur-16-eno.

machilina G; galgravina; nectandrina A; nectandrina B;

calopeptina; veraguensina; aristolignina; ganschidrina;

nectandrina C; nectandrina D; nectandrina E

bativ. analgésica (o-asarona) e antiinflamatério (galgravina e | (DA SILVA FILHO, et al,

veraguensina) 2004a.; DA SILVA FILHO, et.
Folhas al., 2004b.; DA SILVA FILHO

“ativ. tripanocida (machilina G, galagravina, nectandrina B, | ¢f al., 2008)

calopiptina, aristolignina e ganschinsandrina)

ativ. antileishmaniose (Leishmania donovani) — machilina G e

veraguensina.

ativ. antimalarica (Plasmodium falciparum)- calopiptina.

(FRANCISCO & PINOTTI,

Folhas glicosideos cianogénicos

2000)

Casca do caule

Inibidores do crescimento in vitro de Crithidia fasciculata e
Trypanosoma cruzi: N-metiltriptamina e 6-metoxi-N,.1,2,3,4-5-

carbolina.

(DOS SANTOS FILHO &
SARTI, 1980; DOS SANTOS
FILHO & GILBERT, 1975)
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Figura 15: Sesquiterpeno e diterpeno de Nectandra megapotamica

Sesquiterpeno Diterpeno

0. \\\\\\\

S
S
<

t-caur-16- MARQUES et. al., 2006
trans-4(15)-epoxi-cariofileno (GARCEZ et. al., ent-caur-16-eno ( Q e )

2009)
Figura 16: Fenilpropandides de Nectandra megapotamica
CHO
X
MeO OMe
MeO OMe
OMe
OMe elemicina (GARCEZ et. al., 2009)
37,4°,5 -trimetoxicinamaldeido (GARCEZ et. al.,
2009)
X AN
MeO OMe
MeO OMe
OMe
isoelemicina (GARCEZ et. al., 2009) O-Ram-Glu
2,6-dimetoxi-4[prop-1-enil]-O-a-ramnopiranosil-(1-
6)-B D-glucopiranosideo (MARQUES et. al., 2006)

MeO

OMe

OMe

a-asarona (DA SILVA FILHO et. al., 2004)
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Figura 17: Flavonoides de Nectandra megapotamica

isovitexina (MARQUES et. al.,
2006)

quercetina-3-O-ramnosideo

(MARQUES et. al., 2006)

quercetina-3-O-glicosideo

(MARQUES et. al., 2006)

Figura 18: Neolignanas de Nectandra megapotamica

S
MeO. ) y OMe
- gy,
)
MeO OMe

veraguensina (DA SLIVA
FILHO, et. al., 2004; DA SILVA
FILHO et. al., 2008)

o]

machilna G (DA SLIVA FILHO,
et. al., 2004; DA SILVA FILHO
et. al., 2008)

MeO. . OMe
- oy
0
HO OMe

nectandrin A (DA SLIVA
FILHO, et. al., 2004; DA SILVA
FILHO et. al., 2008)

MeO. OMe
\\\\\\ i gy
O
MeO' OMe

galgravina (DA SLIVA FILHO,
et. al., 2004; DA SILVA FILHO
et. al., 2008)

MeO. ; . OMe
- gy
O
HO OH

nectandrina B (DA SLIVA
FILHO, et. al., 2004; DA SILVA
FILHO et. al., 2008)

i, OMe
©iOMe
calopeptina (DA SLIVA

FILHO, et. al., 2004; DA SILVA
FILHO et. al., 2008)

aristolignina (DA SLIVA
FILHO, et. al., 2004; DA SILVA
FILHO et. al., 2008)

ganschisandrina
FILHO, et. al., 2004; DA SILVA
FILHO et. al., 2008)

(DA SLIVA

N
\ N

MeO. - oy, OMe
W : O: y ©i

MeO’ OH ‘OMe

nectandrina C (DA SLIVA

FILHO, et. al., 2004; DA SILVA
FILHO et. al., 2008)
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AN
MeO. OMe
Ho ove nectandrina E (DA

nectandrina D (DA SLIVA FILHO, et. al., 2004; | SLIVA FILHO, ez. al.,2004; DA SILVA FILHO

DA SILVA FILHO et. al., 2008) et. al., 2008)

Figura 19: Alcaloéides de Nectandra megapotamica

MeO.

NHMe NMe

N
H

Iz

N-metiltriptamina 6-metoxi-N,.1,2,3,4-f-carboline

No presente trabalho foi dada continuidade do estudo quimico do espécime de N.
megapotamica ocorrente em Mato Grosso do Sul, através da avaliagdo da composicao
quimica da madeira e do 6leo essencial das folhas, bem como atividades bioldgicas do 6leo

essencial e/ou de algumas substancias isoladas.

2. OBJETIVOS
2.1 Gerais

Este trabalho teve como objetivo a busca de substancias bioativas existentes em
plantas de Mato Grosso do Sul, através do estudo quimico de um espécime de Nectandra
megapotamica (Spreng.) Mez (Lauraceae).

2.2 Especificos

Realizar o estudo quimico da madeira de N. megapotamica, visando ao isolamento e
caracterizagdo de metabolitos secundarios e analisar a composicdo quimica do oOleo
essencial presente nas folhas desta espécie.

Avaliar o potencial antifingico frente a cepas de Cryptococcus neoformans e
Candida krusei, antibacteriano contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
Pseudomonas aeruginosa e/ou larvicida frente a Aedes aegypti do 6leo essencial das folhas
e de algumas das substancias isoladas da madeira e do o6leo essencial das folhas de M.
megapotamica.
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3. METODOLOGIA
3.1. Relacio de equipamentos e materiais utilizados

A madeira de Nectandra megapotamica seca foi moida em um moinho de facas
MANESCO & RANIERI, tipo Willey.

Os solventes e reagentes utilizados foram analiticamente puros (P.A.) das marcas
Synth, VETEC, Carlo Erba, Quimex.

A concentracdo dos extratos e fracdes contendo grande volume de solvente organico
foi efetuada em evaporadores rotatérios da Tecnal modelo TE-210 e Fisatom modelo 802,
sob pressao reduzida, com auxilio de bombas de agua WEG e FAMAC modelo XKM60.

As placas de cromatografia em camada delgada (CCD) foram preparadas utilizando
uma mistura de gel de silica 60G VETEC na propor¢ao 1:1, espalhando-se manualmente a
suspensdo de silica em agua destilada em placas de vidro de dimensao 7,5 cm x 2,5 cm e
7,5 cm x 5,0 cm e ativadas em estufa FANEM modelo 315SE.

Na revela¢do das substancias, as cromatoplacas foram borrifadas com solugdo de
vanilina a 1% a partir de solu¢dao de agua/metanol/acido sulfurico (45: 45: 10), seguido de
aquecimento em placa de aquecimento.

Nas separagdes em colunas cromatograficas foram utilizadas silica gel 60 (70-230
mesh) da marca VETEC, silica gel 60 200-400 mesh da marca Ultra Chem e silica gel
LiChroprep (40-60pum, em coluna LOBAR®) da marca MERCK.

Os espectros de RMN de 'H e de *C foram obtidos em espectrometro Bruker
modelo DPX-300 operando a 75 MHz para Carbono-13 e 300 MHz para Hidrogénio-1. As
amostras foram preparadas em tubos de 5 mm de didmetro interno utilizando-se CDCl; ou
CD3;0OD da marca Aldrich como solvente.

As separagdes cromatograficas em CLAE foram realizadas em um equipamento
Shimadzu modelo LC - 6 AD, bomba ternaria, detector UV-visivel variavel Shimadzu SPD
6 AV, injetor manual com al¢a de amostragem de 0,5 mL (analitico) e 5 mL (semi-
preparativo). As colunas cromatograficas (analitica e semi-preparativa) foram as da marca
Phenomenex C-18, particulas de 100 A° de poro, didmetro médio de 5 um e dimensdes de
5,0 @ x 250 mm (analitica) e 21,20 @ x 250 mm (semi-preparativa). Nas separagoes

cromatograficas foram empregados sistemas isocraticos de misturas bindrias de
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CH;3CN/H0. A acetonitrila usada foi de grau cromatogréfico e a 4gua do sistema Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA,USA).

A determinagdo de rotacdo Optica [op] foi realizada em um polarimetro Perkin
Elmer, modelo 341, lampada de Nap operando a 589 nm. A leitura foi realizada em uma
cela (Standart cell) de vidro com caminho 6tico de 100 mm e volume interno de 6,2 mL.

Os espectros de 1.V. foram realizados em um espectrofotdmetro da marca Bonem
modelo SMH-3100 G, empregando-se pastilhas de KBr.

As andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) foram realizadas em um cromatégrafo a gas GC 3900, acoplado a espetrometro de
massas Saturn 2100 T (Varian), com processador de dados Class 5000 e banco de dados da
NIST v.2 e Saturn. A coluna utilizada no forno foi uma DB-5 da Phenomenex com as
seguintes dimensdes: 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro e espessura do filme

0,25 pm.

3.2. Estudo quimico da madeira de N. megapotamica

N. megapotamica foi coletada no municipio de Campo Grande, na regido do corrego
Guariroba, MS, em agosto de 2005. A identificagdo botanica foi realizada por Msc. Flavio
Macedo Alves (Departamento de Biologia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul) e
uma exscicata (n° 15433) encontra-se depositada no Herbario CGMS da UFMS.

3.2.1 Coleta da planta, obtencio e fracionamento do extrato bruto

A parte da planta coletada (madeira - 3,3 kg) foi seca, moida e extraida com etanol,
a temperatura ambiente, sendo obtido o extrato etandlico correspondente (97,0 g), apos
evaporagao do solvente sob pressao reduzida.

Uma parte do extrato etandlico (79,8 g) foi solubilizada em 1L de metanol/dgua
(9:1) e particionada com 500 mL de hexano. Em seguida, a fase MeOH-4gua foi diluida
para a propor¢do 1:1 e particionada com 500 mL de acetato de etila e por Gltimo com 500
mL de n-butanol, obtendo-se assim as fases: hexanica (6,5 g), AcOEt (12,8 g) e n-BuOH

(21,5 g) [Figura 20, pag. 24].
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No presente trabalho foram selecionadas para estudo quimico as fases hexanica e

em acetato de etila.

EXTRATO ETANOLICO (79,8g)

1) MeOH/H,0 9:1

2) hexano
Fase hexinica Fase MeOH/H,0O
(6,5g) 9:1
1) agua até proporgao
MeOH/H,0 1:1
2)AcOEt
Y
J v
Fase AcOEtL (12,8 g) Fase “:_‘:"/ H,0
n-BuOH
l Y
. Fase n-BuOH
Fase MeOH/H,0 1:1 (21,5 g)
(descartada)

Figura 20. Fluxograma da obten¢do e particio do extrato etanodlico da madeira de

Nectandra megapotamica.
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3.2.2 Estudo quimico da fase hexanica

A fase hexanica (6,5 g) obtida da particao do extrato etanolico foi submetida a uma
coluna de silica gel 70-230 mesh (Coluna C1, Figura 21, pag 26). O sistema foi eluido,
seguindo um gradiente de polaridade crescente, com hexano, hexano—acetato de etila,
acetato de etila e acetato de etila—metanol. Foram coletadas 33 fragdes de 250 mL, as
quais, ap6s eliminagdo do solvente em evaporador rotativo, foram analisadas por meio de
CCD, sendo reunidas as que apresentaram perfis cromatograficos semelhantes. Este
processo resultou em 15 fragdes de codigo NMCrH-C1-1 a 33 (Tabela 1, pag. 25), tendo
sido selecionadas para estudo as fragdbes NMCrH-C1-3/5, NMCrH-C1-8/9, NMCrH-C1-10
e NMCrH-C1-12 e NMCrH-C1-15. As demais fragdes, com base na andlise por
cromatografia em camada delgada e por espectroscopia de RMN de 'H e de B,
demonstraram ser somente constituidas de material graxo e/ou compostos ja isolados em
fragoes da fase hexanica.
Tabela 1: Fragoes obtidas da coluna C1 da fase hexanica, obtida da particdo do extrato

etanolico da madeira de Nectandra megapotamica.

Frag¢dées NMCrH-C1 Eluente Massa (mg)
1-2 Hexano 157,5
3-5 Hexano 135,1
6-7 Hex./AcOEt 5% 73,8
8-9 Hex./AcOEt 10% 498.3
10 Hex./AcOEt 30% 801,9
11 Hex./AcOEt 30% 1.946,2
12 Hex./AcOEt 30% 52,5
13 Hex.;AcOEt 1:1 83,1
14 Hex./AcOEt 1:1 127,8
15 Hex./AcOEt 2 :8 151,0
16 Hex./AcOEt 2 : 8 117,7

17-19 AcOEt 102,3
20-23 AcOEt./MeOH 2% 137,1
24-26 AcOEt./MeOH 5% 168,0
27-33 AcOEt./MeOH 10% 104,7

As fragdes selecionadas para estudo foram submetidas a processos cromatograficos
de separacdo, os quais sdo descritos nos itens 3.2.2.1 a 3.2.2.5 e resumidos no fluxograma

da figura 21, pag. 26.
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FASE HEXANICA (6,5 g)

- C.C. Si60 70-230mesh (C1)
- hexano, hexano—acetato de etila, acetato de etila e acetato de

etila—metanol .
hex./AcOEt — 5% hex./AcOEt — 10% hex./AcOEt — 30% hex./AcOEt — 30%
A 4 y
NMCrH-C1-3/5 NMCrH- C1-8/9 NMCrH-C1-10 NMCrH-C1-12
(135,1 mg) (498,3 mg) (802 mg) P-sitosterol (10)
(52,5 mg)
C.C. Si 200-400 mesh (C2) C.C. Si 200-400 mesh (C3) C.C. Si 200-400 mesh (C4)
hexano 100% Hex./AcOEt 3% Hex./AcOEt 3% ¢ 5%
Hexano/Diclorometano 2%
138 fragdes 185 fragdes
95 fragodes l
l hex./AcOEt — 80%
NMCrH-C4-141/149 y
NMCrH- C2-4 NMCrH-C3-77/81 eﬁ‘gg"f; (? NMCrH-C1-15
trans-calameneno (2) + trans-1(10)-epoxi- e rel-(7S, 8S, 7'R, 8'R)-
cadaleno (1) 4(15)-cariofileno (3) 3,3,4,4°,5,5 -hexametoxi-
(5,8 mg) (83,1 mg) 7.0.7-8.8"-lignana (9)
(151,0 mg)

Figura 21. Fluxograma relativo ao fracionamento cromatografico da fase hexanica,

proveniente da particdo do extrato etandlico da madeira de Nectandra megapotamica.

3.2.2.1 Estudo quimico da fracio NMCrH-C1-3/5: obtencio da mistura de cadaleno
(1) + trans —calameneno (2)

Com a fragdo NMCrH-C1-3/5 (0,135 g) foi realizada uma coluna de silica gel
LOBAR® (40-63 pm), denominada coluna C2, eluida em sistema de hexano 100% a
hexano/diclorometano 2%, resultando em 95 fragdes.

Da fracio 4 (NMCrH-C2-4) foi obtida uma mistura dos sesquiterpenos trans-

calameneno (2) e cadaleno (1) de massa 5,8 mg.
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3.2.2.2 Estudo quimico da fracio NMCrH-C1-8/9: obtencao de frans-epoxi-cariofileno
3

A fragdo NMCrH-C1-8/9 (0,4983 g) obtida da coluna C1 foi submetida a coluna de
silicagel (200-400 mesh - 56,7 g), eluida no sistema hexano / acetato de etila 3% |,
resultando em 138 fragdes. Das fracdes 77 a 81 foi obtido o trans-epoxi-cariofileno (83,1

mg) (composto 3).
3.2.2.3 Estudo quimico da fracio NMCrH-C1-10: obtencio da elemicina (6)

Com a fracdo 10 da coluna C1 (NMCrH-C1-10) de massa 0,802 g, foi feita uma
coluna cromatografica de silicagel (200-400 mesh — 54,4 g), eluida em hexano / acetato 3%
e 5%, a qual resultou em 185 fragdes. Das fragdes 141 a 149 foi obtido o fenilpropanoide
elemicina (106,4 mg) (composto 6).

3.2.2.4 Estudo quimico da fragio NMCrH-C1-12: obtenc¢ido do S-sitosterol (10)

A fragdo NMCrH-C1-12 eluida da coluna C1 (Hex./AcOEt 30%), mostrou ser
constituida pelo f-sitosterol (52,5 mg) (composto 10).
3.2.2.5 Estudo quimico da fracio NMCrH-C1-15: obtencdo da neolignana
tetraidrofuranica rel-(7S, 8S, 7R, 8'R) — 3, 37, 4, 4°,5, 5'-hexametoxi- 7.0.7- 8, 8-
lignana (9)

A fracdo NMCrH-C1-15 eluida da coluna C1 (Hex./AcOEt 2:8), apds andlise por
espectroscopia de RMN de 'H e de '"C, mostrou ser constituida pela neolignana
tetraidrofuranica rel-(7S, 8S, 7R, 8'R) — 3, 37, 4, 4,5, 5'-hexametoxi- 7.0.7- 8, 8 -lignana
(151,0 mg) (composto 9).
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3.2.3 Estudo quimico da fase em acetato de etila

Parte da fase em acetato de etila (6,0 g) obtida da particdo do extrato etanolico
(figura 20, pag. 25), foi submetida a uma coluna de silica gel de fase reversa C-18 (figura
22, pag. 30). O sistema foi eluido seguindo um gradiente de polaridade decrescente com
MeOH/H,O - 80%, MeOH/H,O — 60%, MeOH/H,O — 50%, MeOH/H,O — 30%,
MeOH/H,0 — 10%, MecOH 100% e acetato de etila 100%. Foram coletadas 7 fra¢des de
250 mL cada (Tabela 2) e selecionadas para estudo as fragoes NMCrA—C1-1, NMCrA-Cl-
2, NMCrA-Cl1-4. As fracdes NMCrA-Cl1-6 e NMCrA-Cl1-7, apos analise em CCD e
espectroscopia de RMN de 'H e de RMN de "°C, demostraram ser constituidas de material
de natureza graxa.

Tabela 2. Fragdes resultantes do fracionamento da fase em acetato de etila proveniente da

particao do extrato etanolico da madeira de Nectandra megapotamica.

Fracao Eluente Massa obtida (mg)
1 MeOH/H,0 — 80% 1434
2 MeOH/H,0 — 60% 286,2
3 MeOH/H,0 — 50% 649,7
4 MeOH/H,0 - 30% 2.500
5 MeOH/H,0 — 10% 1.050
6 MeOH -100% 576,7
7 Acetato de etila 100% 55,0

As fragdes selecionadas para estudo foram submetidas a processos cromatograficos
de separacdo, os quais sdo descritos nos itens 3.2.3.1 a 3.2.3.3 e resumidos no fluxograma

da figura 22, pag. 29.
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Fase acetato de etila

C.C. de silcagel reversa C-18

MeOH/H,0 - 80, 60, 40, 20, MeOH, acetato de etila

NMCrA-C1-1(143,4 mg)

NMCrA-C1-2 (286 mg)

NMCrA-C1-4 (630 mg)

Clae CH;CN/H,0 C.C. silicagel C-18 ig’;gdij[‘e oH
. -
20:80 — 210 nm MeOH/H,0 80, 60, 40 ¢ 0%
v
NMCrA-C4-B ~ NMCrA-C2-61
5 fi A,B,C,D,E . ..
treo-1-(3,4,5- ragoes ( ) isoelemicina (4)
trimetoxifenilpropano-1,2- (45,4mg)
diol (7) (4,4 mg)

C1-2B (44,7 mg) C1-2C (120 mg)
CIAE semi-preparativo CH;CN/H,O — CIAE semi-preparativo CH;CN//H,0-30%
80%, 210 nm 210 nm
v
NMCrA-C1-2B5 NMCrA-C1-2C2
3-cloro-1-(3,4,5- 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-
trimetdxifenil)-propano- prop-2-em-1-ol (5)
1,2-diol (10) (2,3 mg) (8,6 mg)

Figura 22. Fracionamento cromatografico da fase em acetato de etila proveniente da

parti¢do do extrato etanolico da madeira de Nectandra megapotamica.
3.2.3.1. Estudo quimico da fracdo NMCrA-C1-1: obtencao do treo-1-(3,4,5-
trimetoxifenil)-propano-1,2-diol (7)

A fracdo NMCrA-Cl1-1 (143,4 mg), eluida da coluna C1 (MeOH/H,O — 60%)
(figura 22, pag. 29) foi submetida a uma cromatografia semi-preparativa em Clae em fase
reversa C-18. O sistema foi eluido com CH;CN/H,0 — 80%, detec¢do em 210 nm, fluxo de
12 mL/min. Foram coletadas 5 subfracdes (A, B, C, D, E). A subfracdo B (4,4 mg),
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mostrou ser constituida pelo fenilpropanoide treo- 1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propano-1,2-diol

(composto 7).

3.2.3.2. Estudo quimico da fracdo NMCrA-Cl1-2: obtencdo de (E)-3-(3.4,5-
trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ol (5) e 3-cloro-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propan-1,2-diol (8)

A fracdo NMCrA-C1-2 (286,2 mg), eluida da coluna C1 (MeOH/H,O — 60%), foi
recromatografada em coluna de silicagel C-18 (figura 22, pag. 29). O sistema foi eluido
seguindo um gradiente de polaridade decrescente MeOH/H,0 - 80%, MeOH/H,O — 60%,
MeOH/H,0 - 40% e MeOH — 100%. Foram coletadas 5 subfra¢cdes com volume de 100 mL
de cada eluente, as quais resultaram nas fragoes C1-2A, C1-2B, C1-2C, C1-2D, CI-2E,
apos evaporagao do solvente.

A fragdo C1-2C (120,0 mg) foi submetida 8 CLAE semi-preparativa em fase reversa
C-18 no sistema CH3CN/H,O — 30%, detecgdao em 210 nm e fluxo de 12 mL/min. A fracao
2 (8,6 mg) foi analisada por espectroscopia RMN 'H e RMN 13C e mostrou ser constituida
pelo fenilpropanoide (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ol (composto 5).

A fracao C1-2B (44,7 mg) foi submetida & CLAE semi-preparativa em fase reversa
C-18, no sistema CH;CN/H,O — 80%, com deteccdo em 210 nm, fluxo de 12 mL/min.
Foram coletadas 5 subfragcdes. A subfracdo 5 (2,3 mg) mostrou ser constituida pelo
fenilpropanoide 3-cloro-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propano-1,2-diol (composto 8).

O composto 8 foi submetido a acetilagdo com anidrido acético e piridina (1:1) de
acordo com o procedimento usual. O produto acetilado 8a (2,3 mg) foi isolado apds

eliminagdo dos reagentes sob ar ftio.
3.2.3.3 Estudo quimico da fracio NMCrA-C1-4: obtencao de isoelemicina (4)

Parte da fragdo NMCrA-C1-4 (630,0 mg), eluida de coluna C1 (MeOH/H,0 — 30%)
(figura 22, pag. 29), foi cromatografada em coluna de Sephadex LH-20, resultando em 100
fragdes. A andlise dos perfis cromatograficos resultou na reunido das fragdes 61/77 (45,4
mg) cujo principal componente foi identificado como sendo o fenilpropanoide isoelemicina

(composto 4).
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3.3 Obtenc¢ao, analise e fracionamento do 6leo essencial das folhas de Nectandra
megapotamica

As folhas de N. megapotamica (485,5 g) foram coletadas em dezembro de 2008 no
mesmo local de coleta da madeira.

O ¢leo essencial das folhas frescas foi obtido pela técnica de hidrodestilagio em
aparelho do tipo Clevenger, extraido com diclorometano e seco com sulfato de sddio,

obtendo-se 3,45 g de oleo.

3.3.1 Analise do o6leo essencial por CG-EM

A condicdo cromatografica empregada na analise em CG-EM foi a seguinte: volume
de injecdo 1 pL, razdo de split 1:20, com temperatura inicial do forno de 50°C e
aquecimento de 50 °C a 250 °C a uma taxa de 3 °C/min., a temperatura do injetor e do trap
foram 240 °C e 200 °C, respectivamente, manifold a 70 °C e linha de transferéncia de 240
°C. O indice de retengdo do analito foi gerado pela equacdo de Van Den Dool e Kratzs
(SCHOMBURG, 1990), utilizando os n-alcanos (Cg-C,;) como padrdes de referéncia da
marca Aldrich. As condi¢gdes do espectrdmetro de massas foram as seguintes: voltagem de
ionizacdo de 70 eV, varredura de massas de 41-380 mz"' e intervalo de scan de 0.5 s. Os
componentes foram identificados comparando-se o indice de reten¢do e o espectro de
massas do analito com os indices de reten¢do, espectros de massas da literatura

especializada (ADAMS, 1995) e espectros de massas do banco de dados NIST e Saturn.

3.3.2 Fracionamento do 6leo essencial de N. megapotamica

Parte do 6leo essencial obtido (500,0 mg) foi submetido a uma cromatografia em
coluna de Silicagel 200-400 mesh (65,4 g) em um sistema de eluentes formado por hexano
100% e misturas de hex/AcOEt -1%; 3%; 5% e 7% sendo coletadas 170 fracdes de 5 mL
cada.

Este processo resultou no isolamento dos seguintes compostos: ent-caur-16-eno (11;
7,3 mg) das fracdes 28-31; cariofileno (12; 3,3 mg) das fracdes 32-35; biciclogermacreno
(13; 3,3 mg) das fragdes 37-45; elemicina (6; 55,7 mg) e espatulenol (14) e elemicina (3,2
mg) das fragdes 136-138.
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3.4 Ensaios de atividade biologica

3.4.1 Ensaio de atividade antibacteriana

O ensaio de atividade antibacteriana foi realizado com as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Enterococcus faecalis (ATCC 29218) e a Gram-
negativa Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) empregando-se a técnica de
microdiluicdo. O indéculo foi realizado em placas de Petri com agar Muller-Hinton
incubadas por 20 horas em estufa a 35 °C, sob a responsabilidade da aluna de Douturado do
LP-1 da UFMS Ana Lucia Batista do Programa de Pés-Graduagdo em Satde e
Desenvolvimento na Regido Centro-oeste da UFMS e a aluna de IC do curso de Farmécia e

Bioquimica Ulana Chavez.

3.4.2 Ensaio de atividade antifiingica

Os ensaios de atividade antifungica foram realizados com os fungos Cryptococcus
neoformans (ATCC 27853), Candida krusei (ATCC 6258), empregando-se a técnica de
microdiluicao sob a responsabilidade da aluna de Douturado do LP-1 da UFMS Ana Lucia
Batista do Programa de Po6s-Graduacao em Saiude e Desenvolvimento na Regido Centro-
oeste da UFMS e a aluna de IC do curso de Farmacia e Bioquimica Ulana Chavez.

. O antifungico usado para referéncia foi a Anfotericina B. O meio utilizado para o
ensaio foi RPMI 640 com MIOPS, sendo os microorganismos foi incubados por 24 horas.
Postriormente a este periodo foi realizado o ensaio em 96 pogos e o tempo para a leitura foi

de 72 horas.

3.4.3 Ensaio larvicida frente a Aedes aegypti

Este ensaio foi realizado no nosso laboratorio pela aluna de Doutorado do Progrma
de Pds-Graduagdo em Saude e Desenvolvimento na regido Centro-Oeste Lilliam May
Grespan de acordo com a metodologia descrita na literatura [World Health Organization -
WHO, 1981], com modificagdes. No bioensaio, os ovos de Aedes aegypti foram eclodidos
em uma bandeja com 2 litros de agua isenta de cloro, sob condi¢des controladas de

temperatura (T = 27 £+ 2 °C), umidade relativa (UR = 70 + 5%). Em condic¢des controladas,
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os ovos maduros eclodem quando submersos em meio liquido, dando origem as larvas do
mosquito, essas foram alimentadas com ragdo de peixe (1 grama por litro) até atingirem o
3° estagio de desenvolvimento [Gadelha, 1985] para serem utilizadas no presente estudo.

O O6leo essencial e as substancias isoladas foram testados em diferentes
concentragdes (100, 75, 55, 35 e 10 pg/mL), sendo solubilizados em 0,5% mL de
dimetilsulféxido (DMSO) e a cada concentragdo foram adicionadas 10 larvas de estagio 3.

Apo6s 24h de exposicdo das larvas aos tratamentos, sob temperatura de 27 + 2 °C, o
nimero de larvas mortas foi registrado, sendo consideradas mortas aquelas que nao
apresentavam movimento ou ndo respondiam aos estimulos com a pipeta Pasteur. Os testes
foram feitos em quadruplicata. As concentragcdes das amostras ensaiadas foram repetidas no
minimo 2 a 3 vezes.

Paralelamente todos os experimentos foram acompanhados de uma série controle
negativo em DMSO e agua isenta de cloro e controle positivo com Temefos e BTI,
contendo o mesmo numero de larvas. Os dados obtidos foram langados no programa de

Probitos da mortalidade x concentragdes (ppm), para calcular a CLsy.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sesquiterpenos da madeira de Nectandra megapotamica

4.1.1 Identificacao da mistura de cadaleno (1) e frans-calameneno (2)
A mistura desses dois compostos foi obtida da fragado NMCrH-C2-4 de acordo

com metodologia descrita no item 3.2.2.1, pag 28.

Os espectros de RMN de 'H e °C, incluindo DEPT 135° ¢ também CG-EM da
fragao demonstrou que era constituida por uma mistura de aproximadamente 1:1 de 1 e 2. A
analise inicial do espectro de RMN de 'H (espectro 1, pag. 39) revelou a presenca sinais na
regido de 0,70 6 a 3,7 6 bem como um grupo de sinais entre 6,92 & e 7,93 & de um anel
aromatico.

No espectro de RMN de "*C da mistura (espectro 6, pag. 42), foram observados 16
sinais na regido de carbonos de anel aromatico, sendo oito relativos a carbonos metinicos,
de acordo com dados do espectro DEPT 135° (espectros 4 e 5, pag. 41). Na regido de

carbonos sp> foram observados 13 sinais entre 17 e 44 §, sendo um deles (23,6 ) relativo a
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dois carbonos, os quais corresponderam a quatro carbonos metinicos (28,2; 31,9; 32.5; 43,8
d), dois metilénicos (21,5 e 30,8 d) e oito carbonos metinicos (estes na regido de 17 a 24 ).

No espectro de RMN de 'H (espectro 1, pag. 39) os sinais de hidrogénios metilicos
foram observados como dubletos a 0,70 6 (J= 6,8 Hz); 0,99 & (J= 6,8 Hz); 1,25 6 (J=6,9
Hz) e 1,37 6 (6,8 Hz), este ltimo atribuido aos hidrogénios de duas metilas equivalentes e
com trés singletos indicativos de metilas ligadas a anel aromatico a 2,29; 2,54 ¢ 2,63 9.

Com base nestes dados e nas correlacdes presentes nos espectros COSY (espectros
9 a 12, pags. 44 a 47) e HSQC (espectros 13 e 14, pags. 48 e 49), foi possivel separar os
sistemas de spins dos dois componentes da mistura e dessa forma, identificar os sinais
pertencentes a cada um dos dois componentes nos espectros de RMN de 'H ¢ "°C.

Assim no espectro COSY para o composto 1 foram observadas correlagdes entre os
sinais caracteristicos de um grupo isopropila ligado a anel aromatico[1,37 & (d; J= 6,8 Hz)
e 3,60-3,80 6 (m; 1H)], no espectro HMBC foram observadas correlagdes entre as duas
metilas ligadas a anel aromadtico a 2,54 e 2,63 & com carbonos metinicos na regido de
carbonos sp”. No espectro de RMN de "*C (espectro 7, pag 43) os carbonos do grupo
isopropila foram observados a 28,2 & (CH) e 23,6 & (2 x CH3) enquanto que os das metilas
ligadas a anel aromatico a 19,4 e 21,1 4. Cinco sinais relativos a hidrogénios em anel
aromatico (espectro 12, pag. 47) foram atribuidos ao composto 1, constituindo dois
sistemas de spins: um singleto largo, um dubleto e um dubleto a 7,90 §; 7,33 6 (J=8,6 Hz) e
7,91 6 (J= 8,5 Hz) e dois dubletos a 7,20 ¢ 7,27 & (J= 7,4 Hz).

Estas informagdes, aliadas as correlagdes presentes no espectro HMBC (espectros
15 a 18, pags. 50 a 53 e tabela 3, pag. 37) permitiram propor para o composto 1 a estrutura

correspondente a do sesquiterpeno aromatico cadaleno (figura 23)

Este sequiterpeno, constituinte de alguns 6leos essenciais, ja foi obtido de espécies
de Lauraceae, como Podadaphne quadriporata (CICCIO & CHAVERRI, 2008), porém

estd sendo descrito pela primeira vez no género Nectandra.
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Figura 23: Sesquiterpeno cadaleno (1).

A analise dos sinais remanescentes nos espectros de RMN de 'H e *C da mistura,
em conjunto com os dados obtidos do espectro DEPT 135°, revelaram que o segundo
componente (composto 2) também se tratava de um sesquiterpeno, porém possuindo
formula molecular CisHj,.

No espectro de RMN de 'H (espectro 3, pag. 40) um singleto largo a 7,01 8, um
dubleto largo a 6,93 6 (J= 7,8 Hz) e um dubleto a 7,10 & (J= 7,8 Hz), os quais apresentaram
correlagdes no espectro HSQC (espectro 14, pag. 49) com os sinais a 128,7; 126,1; 126,8 0,
respectivamente, indicaram a presenga de um anel aromatico 1,2,4-trissubstituido. Com
base na formula molecular proposta para 2, este sesquiterpeno seria portanto, biciclico, com
apenas um dos anéis aromaticos.

A presenca de um grupo isopropila em 2 foi evidenciada pela observacdo da
correlagdo no espectro COSY (espectro 10, pag. 45) entre dubletos a 0,70 ¢ 0,99 & (J= 6,8
Hz) e pelo multipleto na regido de 2,15 a 2,25 & e também associados no espectro HSQC
(espectro 13, pag.48) aos sinais a 17,3; 22,3; 31,9 §, respectivamente.

O dubleto observado nos espectros HMBC em 1,25 & (J= 6,9 Hz) e o singleto a 2,29
0 foram atribuidos a duas metilas, a primeira (espectro 15, pag. 50) revelou trés correlagdes
com carbonos na regido de carbonos sp’ (32,5 e 30,8 &), ligada 4 parte aliciclica da estrutura
de 2 e para a segunda foram observadas correlagdes com trés sinais de carbonos sp” sendo
um tetrasubstituido (128,7; 134,4 e 126,1) (espectro 17, pag. 52) ligada ao anel aromatico.

Estes dados foram compativeis com um esqueleto do tipo calameneno para 2. Esta
proposta foi confirmada pelas correlagdes presentes no espectro HMBC (espectros 15 a 18,

pags. 50 a 53 e tabela 4, pag. 38).
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A definicdo da estereoquimica cis ou trans para a metila-14 e o grupo isopropila em
C-4 foi possivel através da comparagdo, principalmente, entre valores de deslocamento
quimico dos hidrogénios H-1 e H-4, e no deslocamento quimico dos carbonos, C-1,C-4, C-
14, C-11 e relatos na literatura para os isdmeros cis-calameneno ([(x]D20= + 42,6° c. 1,
CHCLy) e trans-calameneno ([a]p™’= - 75,2°, ¢. 1, CHCl;) (SERRA & FUGANTI, 2005).
Os valores observados para o composto 2 apresentaram uma boa correlagdo com os do
trans-calameneno, embora no trabalho da literatura estes valores tenham sido apenas
listados e ndo atribuidos aos carbonos correspondentes. Assim a estrutura do sesquiterpeno

2 foi definida como sendo a do frans-calameneno (figura 24).

V

Figura 24: Sesquiterpeno trans-calameneno (2).
Este sesquiterpeno, da mesma forma que 1, esta sendo relatado pela primeira vez em

uma espécie do género Nectandra.
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Tabela 3: Dados de RMN "“C (75 MHz, CDCl) e de 'H (300 MHz, CDCl3) do
sesquiterpeno do sesquiterpeno cadaleno (1)

125,6 7,20 d (7,4 Hz) C-14

1214 7,27 d (7,4 Hz) C-1,C-5,C-11
142,1 - -

131,8 - -

122,9 7,90 sl C-5, C-7,C-8, C-10, C-15
134,7 - -

127,2 7,33 dl (8,6 Hz) C-15

124,8 7,91 d (8,6 Hz) C-5,C-7,C-10
131,5 - -

28,2 3,60-3,80 m C-3,C-4,C-12, C-13
23,6 1,37 d (6,8 Hz) C-4

23,6 1,37 d (6,8 Hz) C-4

19,4 2,63 s C-1,C-2,C-10
22,1 2,54s C-6, C-7,C-8

*75 MHz, CDCl3
*300 MHz, CDCl;
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Tabela 4: Dados de RMN de "*C (75 MHz, CDCL) ¢ de 'H (300 MHz, CDCls) do
sesquiterpeno (2) e de RMN de *C (100 MHz, CDCL) e de 'H (400 MHz, CDCl;) do

trans-calameneno relatados por Serra & Fuganti, 2005.

32,5 2,60-2,80 m C-10 32,6 2,70-2,81 m
30,8 1,30-1,40 m - 30,9 1,27-139 m
1,90-2,00 m 1,91-2,00 m
21,5 1,50-1,60 m - 21,7 1,54-1,65m
1,75-1,85 m 1,78-1,88 m
43,8 2,60-2,80 m C-10 44,1 2,64-2,72 m
140,1 - C-4,C-8,C-15 | 140,1 -
1287 7,01 sl - 128.8 7,01s
1344 - - 134,4 -
126,1 6,93 dl (7,8 Hz) - 1263 | 6,93d(7,9 Hz)
126.8 7,10d (7.8 Hz) C-1 126,8 | 7,11d(7,9 Hz)
139,9 - - 139,9 -
31,9 2,15-2.25m C-13 32,1 2,16-2.28 m
17,3 0,70 d (6,8 Hz) C-11, C-13 17,6 | 0,72d (6,8 Hz)
213 0,99 d (6,8 Hz) C-11, C-12 21,3 | 0,99d (6,8 Hz)
223 125d(69Hz) | C-1,C2,C-10 | 223 | 1,26d(7,0Hz)
21,1 2,29s C-6,C-7,C-8 21,1 2,29s
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coococowowO~eennnsmmmmnm  Current Data Parameters
g 0 D I V03 NMCrH-C2-4
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20071001
Time 14.02
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 8
DS 0
SWI 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 181
DW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDQO 1

== CHANNEL f1 =

) \

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

1H
. 14.40 usec
PL1 -4.00 dB
SFO1 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 300.1300126 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

Espectro 1. RMN de 'H (300MHz, CDCl3) da mistura de 1 e 2.
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Espectro 2. RMN de 'H (300MHz, CDCl;) da mistura de 1 e 2.
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Espectro 3. RMN de 'H (300MHz, CDCl;) da mistura de 1 ¢ 2

Estudo quimico da madeira e do dleo essencial das folhas de um espécime de Nectandra megapotamica
ocorrente no Cerrado de Mato Grosso do Sul

40

Lucas R. R. Souza



23.95|

Chemical Shift (ppm)

o
©
o
Y o
w
5 2
T3 ¢ 3
© - ~
§ o 1
g ® o
©
~ o )
% 9""? i
w N
= S
= ES
L o E B T
42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18

Espectro 4. RMN DEPT 135° (75SMHz, CDCl;) da misturade 1 e 2.
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Espectro 5. RMN DEPT 135° (75MHz, CDCl;) da mistrua de 1 e 2.
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Espectro 6. RMN de °C (75MHz, CDCl;) da mistura de 1 e 2.
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Espectro 7. RMN de °C (75MHz, CDCls) da mistura de 1 e 2.
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Espectro 8. RMN de °C (75MHz, CDCl;) da mistura de 1 ¢ 2.
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Espectro 9. RMN COSY (300MHz, CDCl;3) da mistura de 1 e 2.
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15

1.0 0.5 ppm

Current Data Parameters
NEME NMCrH-C2-4
EXPNO 7
PROCNO 1

T2 - Acquisition Parameters
Date_ 2007

Time
INSTRUM
PROBRHD &
PULPROG

D
SOLVENT
NS

D 160.800 usec
DE usec

0002000
00032160

o
&
@
cocoro

CHANNEL £1

GPZ2 10.00 %
P16 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
NDO 1
D
SFO1
FIDRES
sw
FrMODE

T2 - Processing parameters
sI 1024
SF 300.1300137 MHz
WoW
SSBR 4]
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.40

Fl - Processing parameters
1024

Espectro 10. RMN COSY (300MHz, CDCIl;) da misturade 1 e 2.
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Current Data Parameters
NAM NMCrH-C2-4

Rcquisition Parameters
20071112
16.55
spect

5 mm Multinucl

MM ppm glcﬂ;}%g e
—6.8
Qe @ -7.0
—7.2
|
0 —7.4
7.6 sac.lsaa‘"z
B 7_8 [‘rocess;v‘lgy pvarinfltlers
9 @ :
—8.0
0 —8.2
r——— 7T T T
4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

Espectro 11. RMN COSY (300MHz, CDCls) da mistura de 1 e 2.
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ppm

rent Data Parameters
= NMCrH-C2-4

i

UM
BEHD
PROG

Processing

300.13

Espectro 12. RMN COSY (300MHz, CDCls) da mistura de 1 e 2.
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Espectro 13. RMN HSQC (300MHz, CDCls) da mistura de 1 e 2.
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@
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—134

—136

~138
e
8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 ppm

EXPNO
PROCNO

- Acquisition Parameters

20071112
Time 18.01
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG nsgcedetap
D 1024
SOLVENT €pe13
NS 42
DS
swH 3109.453 Hz
FIDRES 3.036575 Hz
AQ 0.1647092 sec
RG 18390.4
oW 160.800 usec
DE 10.00 usec
TE 300.0 K
CNST2 145.0000000
dg 0.0
D1 1
d4 0
di1 0
d13 0
D16 0
D21 0
DELTA 0 2
DELTAL 0.00071614 sec
IND 0.00002655 sec
STLCNT
%GOPTNS

CHANNEL f1
.00 usec
16.00 usec
1000.00 usec

-6.00 dB
300.1314512 MHz

= CHANNEL f2

S
13¢C
14.30 usec
28.60 usec
75.00 usec
-3.00 d

dB

11.
75.4768036 Miz

,,,,,, GRADTENT CHANNEL =====

GPNAML SINE.100
GPNAMZ SINE.100

GPZ1 80.00 %
GPZ2 20.10 %
P16 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
0 2

D
SFO1 75.4768 MHz
FIDRES 73.564034 Hz
sW 249.512 ppm
FnMODE Echo-Antiecho

F2 - Processing parameters
ST 1024

SP 300.1300105 Miz
WDW QSINE
SSB ;4
LB 0.00 Hz
GB o
BC 1.40
F1 - Processing parameters
ST 1024
Mez echo-antiecho
SF 75.4677364 MHz
WDW QSINE
SSB 2
LB 0.00 Hz
GB o

Espectro 14. RMN HSQC (300MHz, CDCl;) da misturade 1 e 2.
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Espectro 15. HMBC (300MHz, CDCl3) da misturade 1 e 2.
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Espectro 16. HMBC 'H-"C (CDCl3) da misturade 1 ¢ 2.
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Espectro 17. HMBC 'H - °C (CDCl;) da mistura de 1 e 2.
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Espectro 18. HMBC 'H - °C (CDCl;) da mistura de 1 e 2.
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4.1.2 Identificacao de trans-1(10)-epoxi-4(15)-cariofileno (3)

, o . \\\\Me14
3 1079
1
4N 5 7' 8
15 H\\\“‘ ""///H
6 1
e 12
13Me

O composto 3, foi obtido da fragdo NMCrH-C3-77/81, de acordo com a
metodologia descrita no item 3.2.2.2, pag. 27..

O espectro de RMN de °C (espectro 21, pag. 57), revelou com auxilio das
informagdes presentes no espectro DEPT 135° (espectro 20, pag. 57), para o composto
majoritario, a presenca de quinze de sinais sugestivos de um sesquiterpeno. Foram
observados sinais referentes a trés metilas a 16,9; 21,6 € 22,9 6, dois carbonos metinicos e
um oximetinico (48,7; 50,7 e 63,7 J), seis carbonos metilénicos, sendo um referente a um
carbono olefinico a 112,7 o e trés carbonos quaternarios, sendo um deles olefinico a 151,7 &
e outro sugestivo de um carbono oxigenado a 59,7 9.

No espectro de RMN de 'H (espectro 19, pag. 56) foram observados singletos
relativos a trés metilas a 0,94; 0,96 e 1,15 9, além de dois singletos largos a 4,81 e 4,92 9.
Estes confirmaram a presenca de uma ligacdo dupla exociclica na estrutura de 3, ja
evidenciada no espectro de RMN de "*C. A presenca de um duplo dubleto a 2,85 & (J=
4,13; 10,70 Hz), em conjunto com os sinais de carbonos a 63,7 6 (CH) e 59,7 & (C) foram
compativeis com a presen¢a de um epoxido.

Estes dados sugeriram a férmula molecular C;sH»40, revelando que 3 possuia um
esqueleto derivado de um sesquiterpeno biciclico portando um grupo epoxido onde uma das
quatro metilas foi convertida a um carbono metilénico exociclico.

Com base nestas informagdes e nos valores de deslocamento quimico e
multiplicidades dos demais sinais presentes nos espectros de RMN de 'H e °C, chegou-se a

conclusdo que o sesquiterpeno 3 tratava-se do trans-1(10)-epoxi-4(15)-cariofileno (tabela
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5) ja isolado da casca do caule de um exemplar de N. megapotamica estudado em nosso
laboratorio (GARCEZ et. al., 2009).

Tabela 5. Dados de RMN de "°C (75 MHz, CDCLs) de frans-1(10)-epoxi-4(15)-cariofileno
3.

C 6(; C 6C
1 (639 ]9 | 391
2 130,01 |10 | 59,7
31299 |11 339
4 | 151,712 | 21,6
5 | 48,7 | 13 | 29,9
6 | 397 | 14 | 16,9
7 | 50,8 | 15 | 112,7
8 | 272
M
) o .‘\\\\\\ el4
3 109
1
" 8
4 5 7
15 S “yy
6 11
",
“Ie12
13Me
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.84

=

o~ o o Current Data Parameters

I < NN NNNNNNNNNNN N A o h oo o NAME NMF5-94-96
EXPNO 1

[ —_—s\ire====— l

F2 Acguisition Parameters
Date_ 20090522
Time I8.18
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13cC/
PULPROG zg
D 65536
SOLVENT CDC13
NS 8
DS 0
SWH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 645.1
DW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
******** CHANNEL fl1 ========
NUC1 1H
Pl 14.40 usec
PLl -4.00 dB
SFOl 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.1300121 MHz
WEW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
2O 1.00

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Espectro 19. RMN de 'H (300MHz, CDCl5) de 3
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Espectro 21. RMN de "°C (75MHz, CDCl;) de 3
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4.2 Fenilpropanoides da madeira de N. megapotamica

4.2.1 Identificacao de isoelemicina (4)

OMe

OMe

O composto 4 foi obtido na fracio NMCrA-C2-61 de acordo com a metodologia
descrita em item 3.2.3.3, pag. 30.

O espectro de RMN de '"H (espectro 22, pag. 60) do material presente na fragio
apresentou dois singletos a 3,72 e 3,79 0 relativos a hidrogénios de grupos metoxila e um
singleto a 6,62 & sugestivo de dois hidrogénios equivalentes de um anel aromatico,
atribuidos ao componente majoritrio presente nesta fracdo. Além destes sinais, foram
também observados um dubleto largo a 1,83 6 (J= 6,3 Hz), um dubleto largo a 6,39 & (J=
15,8 Hz) e um multipleto na regido de 6,15 a 6,22 9 indicativos da presenca de um grupo 1-
propenila ligado ao anel aromatico e assim sugerindo um esqueleto do tipo fenilpropanoide
para esta substancia.

Os espectros de DEPT — 135° e RMN *C (espectros 23 e 24, pag. 61) apresentaram
sinais que confirmaram a presen¢a de uma ligagcdo dupla, dois sinais de carbonos olefinicos
metinicos a 126,1 6 e a 132,1 & e um carbono metilico a 18,5 6. O sinal a 56,5 & foi
atribuido a dois carbonos de grupo metoxila equivalentes, enquanto que o sinal a 61,1 d ao
carbono de um grupo metoxila estericamente impedido. Os sinais relativos aos carbonos do
anel aromatico foram observados a 138,18 (C); 104,2 6 (CH, 2 carbonos); 154,45 (C, 2
carbonos) ¢ 135,6 6 (C). Com base nestas informacgodes, a estrutura de 4 foi definida como
sendo 1,2,3—trimetdxi—5-(1-propenila), seus dados estdo apresentados na tabela 6 (pagina
59), esse fenilpropandide ja foi isolado das cascas do caule e das folhas de um exemplar de
N. megapotamica estudado em nosso laboratorio (GARCEZ et. al., 2009; HAMERSKI &

MARQUES, 2007) e apresenta atividade citotoxica (KARWICKA et. al., 2008)
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Tabela 6: Dados de RMN de 'H (300 MHz, CD;OD) e RMN "°C (75 MHz, CD;OD) de
isoelemicina (4).

H/C on oc
1 - 138,1
2,6 6,62 s 104,2
33 - 154,4
4 - 135,6
7 6,29d (J=15,8 Hz) | 132,1
8 6,20 m 126,0
9 1,83 dl (6,3 Hz) 18,5
OCH; 3,5 3,79 s 56,5
OCH; 4 3,72s 61,1

OMe
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OroNmLANO DS © A R R ) @
OO M N NN O w© L a a Rt R X ~ @ oo o~ Current Data Parameters
[ VP PRV VSV PPN < = o o o ~ o g P NAME NMRCrA-C2-61
EXPNO 1
VSNWW # NV Voo 1
F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20080408
Time 8.32
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG
TD
SOLVENT MeOGD
NS 8
DS Q
SWH 4664 .179 Hz
I'IDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 50.8
DW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL £l ======——=
NUC1 1H
Pl 14.40 usec
PL1 4.00 dB
SFO1 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.1300048 MHz
WDW EM
SSB Q
1B 0.30 Hz
GB Q
BPC 1.00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Espectro 22. RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) de 4.
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Espectro 24. RMN de "°C (75 MHz, CD;0D) de 4.
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O composto 5 foi obtido na fragdo NMCrA-C1-2C2, de acordo com a metodologia
descrita no item 3.2.3.2, pagina 30.

Os espectros de RMN de 'H e de '*C mostraram-se bastante semelhantes aos da
isoelemicina (espectros 22 a 24, pags. 60 e 61), revelando que 5 também possuia um
esqueleto do tipo fenilpropandide. Da mesma forma que no espectro da isoelemicina, foram
observados no espectro de RMN de 'H (espectro 25, pag. 64) dois singletos relativos aos
hidrogénios dos grupos metoxila ligados ao anel aromatico a 3,73 6 e 3,82 6 e um singleto a
6,69 6 relativo aos hidrogénios equivalentes H-2,6. No entanto, os sinais dos hidrogénios
relativos a cadeia lateral foram observados a 6,49 o (dubleto largo, J = 15,8 Hz); 6,24 o
(duplo tripleto, J = 5,6 e 15,8 Hz) e a 4,29 & (duplo dubleto, J = 5,8 e 1,2 Hz ), indicativos
de 1-propen-2-ol. Nos espectros DEPT — 135° ¢ RMN de "*C (espectro 26 ¢ 27, pag. 65) os
sinais dos carbonos metinicos a 128,4 6 ¢ 130,4 atribuidos aos carbonos olefinicos da
cadeia lateral C-8 e C-7, respectivamente, além do sinal a 62,4 §, atribuido ao carbono
hidroximetilénico oxigenado C-9 confirmaram esta proposta. Assim, a estrutura do
componente da fragdo NMCrA-C1-2C2 foi caracterizada como sendo a do fenilpropanoide
(E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ol (tabela 7, pag. 63).

O composto (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-o0l, ou dalcool 3,4,5-
trimetoxicinamilico, ja foi previamente isolado de Loranthus globulosus (Loranthaceae) e
de acordo com a literatura possui atividade antifiingica e antibacteriana. (SADIK et al.,

2003). Nao ha registro desse composto na familia Lauraceae.
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Tabela 7: Dados de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) ¢ 'H (300 MHz, CDCl;) de (E)-3-
(3.,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ol (5) e dados relatados por Sadik et al., 2003 (RMN de
'H 400 MHz; CDCl; e RMN de "°C 100 MHz; CDCl5).

on o Lit. oc oc
Lit.
- - 131,5| 132,7
6,59 s 6,60 s 104,8 | 103,8
- - 154,6 | 153,5
- - 137,9 | 138,0
6,49 dl (15,8) 6,52d (15,8 Hz) | 131,5 | 132,7
6,24 dt (15,8 ¢ 5,6 6,27 dt (15,8 5,7 | 129,6 | 128,3
Hz) Hz)
4,29dd (5,.8¢e 1,2 431dd(5,7¢1,3 | 63,6 | 63,7
Hz) Hz)
3,82s 3,86s 56,1 | 56,2
3,85s 3,84s 61,1 | 61,1
HO
MeO
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NN SO NNN NN MN NN ®®©®DO 00T o o~ < oy Current Data Parameters
L v R P v e e R R M A N R NAME NMCrA-C12C2
EXPNO 1
V1 SWNE v IV w
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20080725
Time 16.39
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG
LD
SOLVENT
NS
DS
SWH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 362
DW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H
Pl 14.40 usec
PL1 -4.00 dB
SFO1 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 300.1300121 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

S

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Espectro 25. RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) de 5.
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Espectro 27. RMN de °C (75 MHz, CDCl5) de 5.
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4.2.3 Identificacao de elemicina (6)

O composto 6, obtido da fracio NMCrH-C4-141/149 de acordo com metodologia descrita
em item 3.2.2.3, pagina 27.

Os sinais presentes tanto no espectro de RMN de 'H (espectro 28, pag. 68) como no de
BC (espectro 30, pag. 69) mostraram-se bastante semelhantes aos ja observados nos espectros do
fenilpropandide isoelemicina (espectros 22 a 24, pags. 60 e 61), ou seja, um singleto a 6,39 o
correspondente aos dois hidrogénios equivalentes em C-2 e C-6 do anel aromatico (105,3 d) e
singletos relativos aos grupos metoxila em C-3/C-5e C-4,a23,805¢ 3,83 dea 55,95 ¢ 60,7 6.

Com relagdo a cadeia lateral de trés carbonos em C-1, os valores de deslocamento
quimico dos hidrogénios e carbonos correspondentes foram indicativos de um grupo propenila
com uma ligagdo dupla terminal. Assim, o dubleto a 3,32 & (J = 6,66 Hz) foi atribuido aos
hidrogénios metilénicos H-7; o multipleto na regido de 5,87 6 a 6,00 J, ao hidrogénio olefinico H-
8 e o multipleto na regido de 5,05 & a 5,12 9, correspondente aos hidrogénios olefinicos H-9
(espectro 28, pag. 68).

No espectro de RMN de *C e DEPT-135%espectros 30 e 29, pag. 69) os sinais para os
carbonos olefinicos C-8 e C-9 foram observados a 137,1 & (CH) e 1159 6 (CHy),
respectivamente, enquanto que o sinal relativo ao carbono metilénico C-7 a 40,4 3.

Desta forma, o componente presente foi identificado como sendo 5-alila-1,2,3-
trimetoxibenzeno, cujos dados espectrais mostraram-se de acordo com os relatados para
elemicina (Tabela 8, pag. 67), componente comumente encontrado em 6leos essenciais de plantas

aromaticas (VICENZI et. al., 2004; GOTTLIEB et. al., 1981), e ja foi isolado das cascas do caule
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N. megapotamica (GARCEZ, 2009). Esse composto ¢ relatado como inseticida natual (LIU et.
al.,2003).

Tabela 8. Dados de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) ¢ RMN de "*C (75MHz, CDCl3) da
elemicina (6) e dados relatados na literatura. (FUJITA et al., 1972)

H/C On op lit. oc | oclit.
1 - - 137,1 | 136,2
2,6 6,39 s 6,41 s 105,7 | 105,3
3,5 - - 153,0 | 153,1
4 - - 135,5 | 135,8
7 3,32.d (6,7 3,32d (6,5 | 40,4 | 40,5
Hz) Hz)
8 5,95m 595m 137,2 | 137,2
9 5,12m 5,12m 116,3 | 116,0
OCH3; 3.82s 3,85s 56,3 | 56,1
3,5
OCH; 4 3,80 s 3,82 s 61,1 | 60,8

OMe
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Current Data Parameters

NAME NMF5-122
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090528

Time 9.03
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zg

D 65536
SOLVENT CcDC13

NS 8

DS 0

SWH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 203.2

DW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
******** CHANNEL fl ========
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 300.1300121 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

Espectro 28. RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) de 6.
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Espectro 29. DEPT 135° (75 MHz, CDCI;) de 6.
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Espectro 30. RMN de °C (75 MHz, CDCl5) de 6.

69

Estudo quimico da madeira e do dleo essencial das folhas de um espécime de Nectandra megapotamica ocorrente no
Cerrado de Mato Grosso do Sul

Lucas R. R. Souza



4.2.4 Identificacao de treo-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propano-1,2-diol (7)

OMe

O composto 7 foi obtido na fragdo NMCrA-C4-B apds fracionamentos cromatograficos
descritos no item 3.2.3.1, pagina 29.

Os espectros de RMN de 'H e de RMN de "°C (espectros 31-33, pag. 72-73) revelaram
que a estrutura do componente principal desta fragdo apresentava o mesmo padrao de substitui¢ao
de anel aromatico presente nos trés fenilpropandides descritos nos item 4.2.1 a 4.2.3. No entanto,
os sinais relativos aos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral estavam ausentes, tendo sido
substituidos por um dubleto a 4,28 6 (J = 9,0 Hz) e um multipleto a 3,83 o (parcialmente
encoberto pelos sinais das metoxilas), além de um dubleto a 0,99 6 (J = 9,0 Hz) indicativo da
presenca de uma metila terminal vizinha a um carbono metinico (espectro 31, pag. 72). Nos
espectros de RMN de "°C (espectro 33, pag. 73) e DEPT — 135° (espectro 32, pag. 73) foram
observados sinais referentes a dois carbonos carbindlicos a 72,8 6 ¢ 80,1 6 e a um carbono
metilico a 19,3 § atribuidos a C-8, e C-7 e C-9, respectivamente. Estes conjunto de dados (tabela
9, padg. 71) indicou que o fenilpropandide presente na fracdo tratava-se de treo-1-(3,4,5-
trimetoxifenil)-propano-1,2-diol.

A confirmagdo da estereoquimica relativa da cadeia lateral do composto foi determinada
pelo valor da constante de acoplamento entre os hidrogénios H-7 e H-8 (9,0 Hz). Segundo a
literatura, em isomeros eritro de fenilpropandides semelhantes ao obtido no presente trabalho, o
valor da constante de acoplamento entre H-7 e H-8 ¢ de 4Hz aproximadamente, enquanto que em
isdmeros treo este valor ¢ de aproximadamente 7 — 8 Hz (BALBUL et al.,1996; LEE, A. L. &
LEY, S. V., 2003). Portanto, o composto presente na fragdo ¢ treo-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-

propano-1,2-diol. Esse composto ja foi obtido das cascas do caule de um exemplar estudado em
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nossol laboratério N. megapotamica (GARCEZ et. al., 2009), quando foi descrito pela primeira

vez como um composto de origem natural.

Tabela 9: Dados de RMN de °C (75 MHz, CD;0D) ¢ de RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) de
treo-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propano-1,2-diol (7).

H/C ou dc
1 - 138,4
2,6 6,65 s 1054
3,5 - 154,3
4 - 138.,4
7 427d(9,0 | 80,1
Hz)
8 3,83 m 72,8
9 0,99 d (9,0 19,3
Hz)
OCH; 3,83 s 56,6
3,5
OCH; 4 3,73 s 61,1

OMe
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EXPNOC 1

NS TN )
F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20080626
Time 9.06
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT MeOD
NS 8
DS 0
SWH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 228.1
DW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO L
NUC1
Pl usec
PL1 dB
SFO1 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 300.1300121 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
i A
R R R D T L
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Espectro 31. RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) de 7.
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Espectro 33. RMN de °C (75 MHz, CD;OD) de 7.
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4.2.5 Identificaciao de 3-cloro-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propano-1,2-diol (8)

A substancia 8 foi obtida na fragdo = NMCrA-C1-2B5, de acordo com
fracionamentos cromatograficos descritos no item 3.2.3.2, pagina 30.

Os dados espectrais de RMN de 'H, DEPT 135° ¢ RMN de "*C (espectros 34, 35, 36
pag. 77 e 78) revelaram que apresentava os mesmos sinais presentes nos espectros dos
fenilpropandides isolados anteriormente (item 4.2.1 a 4.2.4; pags. 58 a 70) relativos ao anel
aromatico 3,4,5-trimetoxilado (3,75 6/61,1 9; 3,85 8/56,4 6 € 6,73 6/105,5 §), contendo uma
cadeia lateral em C-1. Os demais sinais presentes nestes espectros indicaram que a
modificagdo na estrutura estaria localizada na cadeia lateral.

As informagdes que permitiram definir a estrutura desta cadeia foram obtidas a
partir dos demais sinais presentes nos espectros de RMN de "*C (espectro 36, pag. 78) e
DEPT 135° (espectro 35, pag. 78), assim como dos dados espectrais do produto do produto
8a, resultante da acetilacdo de 8.

O espectro de RMN de °C de 8 mostrou, em conjunto com o espectro DEPT 135°,
um sinal de carbono metilénico a 47,0 & e de dois carbonos carbindlicos a 75,9 ¢ 76,3 6.
No espectro de IV (espectro 37, pag. 79), uma absorc¢ao caracteristica de hidroxila alcodlica
foi observada a 3425 cm™, o que confirmou a proposta. O valor de 47,0 § obtido para o
carbono metilénico foi sugestivo para apresenca de um atomo de cloro ligado no carbono
terminal da cadeia. Dessa forma, foi proposta a estrutura de 8 como sendo 3-cloro-1-(3,4,5-
trimetoxifenil)-propan-1,2-diol, seus dados espectrais estdo listados na tabela 10, pag. 76.

Uma vez que a amostra era de natureza polar, o que impedia a obtencdo de um

espectro de massas por impacto de elétrons (70 eV) e na auséncia de um outro
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espectrometro de massas na Instituicdo que operasse através de técnicas suaves de
ionizagdo, submeteu-se o composto 8 a uma reagdo de acetilagdo, de modo a permitir a
obten¢do do espectro de massas e assim, confirmar a proposta estrutural.

No espectro de IV (espectro 40, pag. 82) do produto obtido 8a, a banda relativa aos
grupos hidroxila presentes em 8 ndo foi mais observada, tendo sido substituida por uma
absorcao a 1780 cm™, relativa a carbonila de éster.

No espectro de RMN de 'H (espectro 38, pag. 81) de 8a mostrou, além dos sinais
relativos ao anel aromatico 3,4,5-trimetoxilado e um multipleto a 3,62 9, dois singletos 2,02
e 2,12 ¢ indicativos da presenca de dois grupos acetato, assim como um dubleto a 5,97 &
(J= 6,0 Hz) e um multipleto a 5,36 6, compativeis com a localizag¢do destes grupos em C-7
e C-8 da cadeia lateral.

No espectro de RMN de "C de 8a (espectro 39, pag. 82), os sinais relativos as duas
carbonilas e metilas dos grupos acetato foram observados a 169,4/169,9 & e 20,8/21,0,
respectivamente. Este espectro também mostrou os sinais dos carbonos oximetinicos a 73,6
e 73,8 & e 0 do carbono metilénico C-9 a 42,1 9.

A andlise do espectro de baixa resolugdo a 70 eV (espectro 41, pag. 83) do
composto acetilado 8a mostrou dois picos a m/z 360 [M]™* e 362 [M+2]™* ¢ com uma
relagdo de abundancia relativa de aproximadamente 3:1, respectivamente. Estes dados
foram compativeis com a presen¢a de um unico atomo de cloro na estrutura de 8a, definida
como mostrada na figura 26, sendo seus dados espectrais mostrados na tabela 10, pagina
76. Assim, a estrutura proposta para o fenilpropanoide 8 foi confirmada como sendo
correspondente a 3-cloro-1-(trimetoxifenil)-propan-1,2-diol e o valor de ap encontrado foi
[a]* b= + 13,2 (c. 0,14; CHCL). Ndo foram encontrados relatos sobre este composto na
literatura, sendo, portanto, inédito, embora ja se tenha relato de um fenilpropanoide clorado
do tipo 1,3,4-trissubstituido, denominado treo-3-cloro-(4-hidréxi-3-metoxifenil)-propano-
1,2-diol, isolado de Pimenta dioica (Myrtaceae) de um espécime coletado na Jamaica.

(KIKUZAKI et. al., 1999)
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Tabela 10: Dados de RMN de C (75 MHz, CD;0D) e de RMN de 'H (300 MHz,
CDs0OD) de 3-cloro-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propano-1,2-diol (8).

H/C 61—1 6C
1 - 139,3
2,6 6,73 s 105,5
3,5 - 1543
4 - -
4,56 d (6,0
7 76,3
Hz)
8 3,71 m 75,9
2,89d (6,0
9 48,0
Hz)
OCH3
3,85s 56,4
3,5
OCHs 4 3,72 s 61,1
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NS 8
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TDO L
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F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 300.1311872 MHz
WDW EM

SSB 4]

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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Espectro 34. RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) de 8.
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Espectro 36. RMN de "°C (75 MHz, CD;0D) de 8.
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Espectro 37. Infra-vermelho de 8.
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Figura 25: Acetilacao de 3-cloro-1-(3,4,5-trimetoxifenil)propano-1,2-diol (8) e o produto

diacetilado resultante (8a).
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AcO

OMe
11

Figura 26:Estrutura do derivado diacetilado 8a obtido a partir de 8.

Tabela 11: Dados de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) e "*C (75 MHz, CDCl;) de 8a.

H/C on dc
1 - 131,6
2,6 6,55 s 105,5
35 i 1543
4 - -
7 507d(60Hz) | 738
8 5,36 m 73,6
9 3,62m 42,1
OCH3; 3,5 3,85s 56,5
OCH; 4 3,82s 61,0
COCH; 2,02/ 2,12 20,0/20,7
CO - 169,8/169,3

80

Estudo quimico da madeira e do dleo essencial das folhas de um espécime de Nectandra megapotamica
ocorrente no Cerrado de Mato Grosso do Sul
Lucas R. R. Souza



< 0 ~ 0 AN T O OO o™ n o
™ 0 oo @ 0 0 0 0 O — oo NN Current Data Parameters
- © T o oy oy o oy o NN NN e NAME NMCrA-C12B5
EXPNO 1
Y N W N/ :
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20080912
Time 16.29
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROCG zg
TD 65536
SOLVENT CDhC13
NS 8
Ds 0
SWH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
G 724.1
DW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
77777777 CHANNEL f1 ========
NUC1 1H
Pl 14.40 usec
PL1 -4.00 dB
SFO1 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 300.1300121 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
N A o

| T T T | | | | | T | | | | | T |
80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Espectro 38. RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) de 8a.
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Espectro 39. RMN de °C (75 MHz, CDCl;) de 8a.
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Espectro 40. Infra-vermelho de 8a.
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4.3 Neolignana da madeira de N. megapotamica

4.3.1 Identificacio de rel-(7S, 85, 7R, 8 R) -3, 3", 4, 4,5, 5" -hexametoxi- 7.0.7- 8, 8-
lignana (9)

MeO 3 OMe

MeO

OMe OMe

O composto 9, foi obtido na fragdo NMCrH-C1-15 a partir de separagdo
cromatografica da fase hexanica, descritos no item 3.2.2.5, pagina 27.

Os espectros de RMN de 'H, de "*C e de DEPT-135° (espectros 42 a 44, pag. 87 e
88) da substancia indicaram, da mesma forma que os dos fenilpropandides isolados (4 a 8),
que a estrutura desta substancia também possuia um anel aromatico 1,3,4,5-
tetrassubstituido contendo grupos metoxila nas posigdes 3, 4 e 5, tendo em vista os valores
de deslocamento quimico ¢ multiplicidades apresentados pelos sinais observados (Tabela
12, pag. 86). A principal diferenga no espectro de RMN de 'H (espectro 42, pag. 87) com
relagdo aos dos fenilpropanoides consistiu na presenca de dois dubletos, um a & 0,99 (J =
6,0 Hz) e 4,45 6 (J = 6,0 Hz) e um multipleto na regido de 2,20 a 2,30 & dos H-8,8". Nos
espectros de RMN de °C e DEPT 135° (espectros 44 ¢ 43, pags. 88) foram observados
sinais referentes a um carbono metilico a 13,0 3, um carbono oximetinico a 87,3 4 € um
carbono metinico a 44,2 5.

Tais informacdes foram compativeis com um esqueleto de uma neolignana
tetraidrofuranica, especificamente do tipo 7,7’ -monoepoxilignana (LE QUESNE et. al.,
1980; DA SLIVA FILHO, et. al., 2004; DA SILVA FILHO et. al., 2008; MORO et. al.,
1987; DE MELO et. al., 2004; AGRAWAL & THAKUR, 1985).

Os valores de deslocamento quimico dos grupos metila equivalentes (g 0.99),
assim como dos hidrogénios benzilicos H-7 e H-7" (dy 4,45) indicaram uma relagdo trans
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entre os grupos arila e metila (CONSERVA et. al., 1990; RAO & ALVAREZ, 1982) no
esqueleto 9, sendo que a relacdo cis entre os grupos Me/arila seriam observados sinais a
0,65 d para o hidrogénio metilico.

De acordo com a literatura, neolignanas do tipo diariltetraidrofuranicas que possuem
os grupos arila em posi¢do pseudoequatoriais com orientacdo trans em relacdo aos grupos
metila pseudoequatoriais, estando estas numa orientacdo cis uma em relagdo a outra,
apresentam valores tipicos de deslocamento quimico para os carbonos metilicos C-9/C-9°
(60 em torno de 13 ppm), carbonos oxibenzilicos C-7/C-7" (& aproximadamente 87 ppm) e
carbonos metinicos C-8/C-8"(d em torno de 44 ppm) (AGRAWAL & THAKUR, 1985;
FONSECA et. al., 1979). Além disso, o valor observado para o multipleto relativo aos
hidrogénios equivalentes H-8/H-8"(2,20-2,30 0) corroborou a configuragao cis entre as duas
metilas 9/9°(DOMINGUEZ et. al., 1990).

Desta forma, a estrutura de 9 foi estabelecida, correspondendo a uma neolignana de
configuragdo meso, apresentando uma relacdo trans entre os grupos arila e as metilas 9/9°,
estando com orientacdo cis uma em rela¢do a outra. O valor de [a]p= 0° observado para 9
(2 g/100 mL; CHClIs) refor¢ou a proposta.

Seus dados espectrais (tabela 12, pag. 86) mostraram-se semelhantes aos descritos
na literatura para a neolignana 2,5-bis-(3°, 4°, 5'-trimetoxifenil)-3, 4-
dimetiltetraidrofurano, de nome rel-(7S, 8S, 7R, 8'R) — 3, 3", 4, 4°,5, 5 -hexametoxi-
7.0.7- 8, 8 -lignana, isolado Aristolochia birostris - Aristolochiaceac (CONSERVA et.
al.,1990) e Bonamia spectabilis - Convolvulaceaec (TOFFERN et. al., 2000; KRAFT et. al.,

2002), sendo o primeiro relato na familia Lauraceae.
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Tabela 12: Dados de RMN de 'H (300 MHz, CDCls). e de °C (75 MHz, CDCls) de rel-
(7S, 8S, TR, 8'R) — 3, 3", 4, 4,5, 5 -hexametoxi- 7.0.7- 8, 8 -lignana (9) e dados de "°C
(100 MHz, CDCI5) relatados para esta substancia na literatura por Tofern et al., 2000.

H/C on oc OcLit.
1 - 137,9 | 1379
2,6 6,64 s 103,3 | 103,4
3.5 - 153,1 | 153,3
4 - 137,3 | 137.,5
4,50 d (6,0
7 87,5 87,4
Hz)
8 2,31-2,34 m 44,5 44,3
0,99 d (6,0
9 13,3 13,1
Hz)
3,3,3"°,5,5,5-
3,86s 56,2 56,1
OMe
4,4 4- OMe 3,82s 61,0 60,8
MeO 3 2 OMe
4
MeO 5 OMe
OMe
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Current Data Parameters

NAME NMF -9
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 Acquisition Parameters
Date_ 20090324
Time T4.25
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 8

DS Q

SWH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 1149.4

DW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
NUC1

Pl 14.40 usec
PL1 4.00 dB
SFO1 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 300.1300121 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

Espectro 42. RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) de 9.
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Espectro 44. RMN de "°C (75 MHz, CDCl;) de 9.
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4.4 Esterdide da madeira de N. megapotamica

4.4.1 Identificacio de f#-sitosterol (10)

O composto 10 foi obtido na fragado NMCrH-C1-12 de acordo com a metodologia
descrita no item 3.2.2.4, pagina 27.

A analise dos espectros de RMN 'H e *C dessa fragdo revelou a presenca de sinais
caracteristicos de um composto de natureza triterpénica ou esteroidal.

No espectro de RMN 'H (espectro 45, pag. 91) foram identificados seis grupos
metila na regido de 0,83 6 a 1,18 9, além de um sinal a 5,32 9, atribuido a um hidrogénio
ligado a carbono sp”e um multipleto na regido de 3,85 & correspondente a um hidrogénio
carbinolico.

A analise do espectro de RMN de "*C (espectro 47, pag. 92) aliada aos dados de
obtidos do espectro DEPT 135° (espectro 46, pag. 92) indicou a presenga de seis metilas
(na regido de 11,9 a 19,8 ), um carbono carbindlico a 71,8 & uma ligacdo dupla
trissubstituida (sinais a 121,7 e 140,7 5), além de sinais de onze carbonos metilénicos e
mais sete carbonos metinicos e dois quaternarios.

Com base nos dados espectrais apresentados (tabela 13, pag. 90) e por comparacao
com os descritos na literatura (WRIGHT et al., 1978), o composto presente na fracao

NMCrH-C1-12 foi identificado como o esterdide S-sitosterol.
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Tabela 13: Dados de RMN de °C (75 MHz, CDCls) do S-sitosterol (10) e dados relatados
na literatura (WRIGHT et al., 1978).

37,3 37,3 16 28,3 28,9
31,5 31,6 17 56,1 56,1
71,4 71,7 18 11,9 11,9
42,2 42,3 19 19,4 19,4
140,7 140,8 20 36,1 36,2
121,7 121,6 21 18,8 18,8
31,9 31,9 22 33,9 34,0
31,8 31,9 23 26,0 26,1
50,1 50,2 24 45,8 45,9
36,5 36,5 25 29,1 29,2
21,1 21,1 26 19,8 19,8
39,8 39,8 27 19,0 19,1
42,3 42,3 28 23,0 23,1
56,8 56,8 29 11,9 12,3
24,3 24,3

90

Estudo quimico da madeira e do dleo essencial das folhas de um espécime de Nectandra megapotamica
ocorrente no Cerrado de Mato Grosso do Sul

Lucas R. R. Souza




g ~N w < MUONAANT OO NI M OO S

~ ™ © < NAO T TNNNAADD N DO O @D~ \0 Current Data Parameters

~ " o o N oo oooooo  NAME NMNCRH-C1-12
EXPNO 1

| | \l\l\\l\\ﬂ\\\|//%|r%/ PROCNC 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20070905
Time 16.00
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 8
DS 0
SWH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 20.2
DW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO L
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H
Pl 8.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
S 65536
SF 300.1300121 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 0.5 ppm

Espectro 45. RMN de 'H (300MHz, CDCl;) de 10.
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Espectro 47. RMN de °C (75 MHz, CDCls) de 10.
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4.5 Composiciao quimica do dleo essencial das folhas de Nectandra megapotamica

Conforme apresentado no item 1.2 (pags. 16 a 21) da introducdo, o estudo quimico
dos componentes fixos das folhas de N. megapotamica ocorrente em Mato Grosso do Sul
foi realizado em nosso laboratorio (GARCEZ et. al., 2007).

Uma vez que ndo havia registros na literatura sobre a composi¢ao quimica do 6leo
essencial das folhas de N. megapotamica, decidiu-se investigar também no presente
trabalho os componentes volateis presentes nas folhas deste trabalho.

O 6leo essencial foi inicialmente submetido a analise por RMN de "H, RMN de *C
e CG-EM (Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas)

De acordo com os espectros de RMN de 'H e de °C (espectros 48 e 49, pags. 93 e
94) o dleo apresentou, um componente majoritario identificado como o fenilpropanéide
elemicina (6), previamente isolado do extrato etanolico da madeira (descrito no item

3.2.2.3, pag. 27).

@ . Lﬂ{
) 3 a‘!ﬁ.‘. ,iﬂﬂﬁfmw - I v~%§xr&»‘f";§g’y‘§z}.<‘u1a\‘*"‘

o mantmn

1 10 g 8 7 & 5 4 3 2 i ppm

Espectro 48. 'H (300MHz, CDCls) do 6leo essencial das folhas de N. megapotamica.
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Espectro 49. RMN "°C (75 MHz, CDCl;) do 6leo essencial das folhas de N. megapotamica

4.5.1 Analise por CG-EM

Os constituintes presentes no 6leo e identificados por CG-EM (figura 27, pag. 95)
foram identificados com base aos dados de indice de reten¢do gerados pela equacao de Van
Den Dool e Kratz, banco de dados Saturn e Nist e pela comparagdo dos dados com a
literatura especializada em oOleos esséncias (ADAMS, 1995), sendo as informagdes

apresentadas na tabela 14, pagina 95
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Figura 27. Cromatograma de ions totais do

megapotamica.

Oleo essencial das folhas de .

Tabela 14. Composi¢do do 6leo essencial das folhas de um espécime de N. megapotamica,

coletado em Campo Grande, MS, por CG-EM.

n° Tr IR IR* Nome F.M. %Area
1 7.549 933 931 a-tujeno CioHis 0,036
2 10.345 | 1010 | 1011 3-5-careno CioHys 0,836
3 11.192 1030 1031 limoneno CioHie 0,074
4 24569 | 1332 1339 d-elemeno CisHyy 0,072
5 26.466 | 1376 | 1373 isoledeno CisHy, 0,024
6 27.060 | 1389 | 1391 B-elemeno CisHoy 0,086
/ 28.342 | 1420 | 1418 cariofileno CisHps 2,738
8 29.124 | 1439 | 1439 a-guaieno CisHos 0,039
9 29.839 | 1456 | 1454 a-humuleno CisHy, 0,184
10 30.891 | 1482 | 1480 germacreno D CisHos 0,133
11 31.301 1492 1491 valenceno Ci5Hy, 0,034
12 31.495 | 1496 1494 biciclogermacreno CisHyy 9,838
13 33.670 | 1551 1554 elemicina C12H1603 82,33
14 34.743 | 1579 1576 espatulenol Ci5H,40 1,049
15 50.906 | 2047 - * - 2,529

*ADAMS, 1995

Tr= Tempo de reten¢do da amostra;

IR= Indice de Retencdo da amostra;

IR *=Indice de Retencdo do analito na literatura;
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-Total de monoterpenos: (3)- a-tujeno; 3-careno; limoneno

-Total de sesquiterpenos: (9)- 6-elemeno; B-elemeno; cariofileno; a-guaieno; a-humuleno;
germacreno Dj; valenceno; biciclogermacreno

-Total de sesquiterpenos oxigenados: (1)- espatulenol

-Total de fenilpropanodides: (1)- elemicina

-Total de diterpenos: (1)* - ndo identificado com base nas informagdes presentes nos
bancos de dados)

A andlise em CG-EM do 6leo essencial N. megapotamica, coletado em Campo
Grande resultou na identificagdo quinze substancias (figs. 28 a 31, pags. 96 a 98) e
apresentou como componentes majoritarios, o fenilpropanodide elemicina (6) (82,33 %),
sesquiterpenos ja detectado nos espectros de RMN do 6leo bruto, sendo um oxigenado,
representados por biciclogermacreno (9,83 %) e espatulenol (1,04 %) e um componente nao

identificado (2,53 %), cujo tempo de retengdo (50,9 min.) sugeriu-se tratar de um diterpeno.

I

o-tujeno 3-6-careno limoneno
-Figura 28: Monoterpenos do 6leo essencial das folhas de N. megapotamica

96

Estudo quimico da madeira e do dleo essencial das folhas de um espécime de Nectandra megapotamica

ocorrente no Cerrado de Mato Grosso do Sul
Lucas R. R. Souza



o-elemeno isoledeno B-elemeno

S /.

‘\‘\\\\
KB

/ /
\E
cariofileno a-guaieno o-humuleno
/
germacreno D valenceno biciclogermacreno

HO

espatulenol
Figura 29: Sesquiterpenos do 6leo essencial das folhas de N. megapotamica

MeO OMe

OMe
elemicina

Figura 30: Fenilpropanoide do 6leo essencial das folhas de N. megapotamica
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Figura 31: Diterpeno do 6leo essencial das folhas de N. megapotamica

A composicao do oleo essencial das folhas de N. megapotamica coletado em Mato
Grosso do Sul diferiu da encontrada em outras espécies de Nectandra. Por exemplo, nas
folhas e casca do caule em um espécime de N. salicina coletado em Costa Rica (CICCIO et.
al., 2009), foram identificados como componentes majoritarios, atractilone (14,6 %),
viridifloreno (10,1%), a-pineno (9,4 %), B-cariofileno (7,2 %), a-humuleno (7,0 %), d-
cadineno (6,1 %), B-pineno (6,0 %) e germacreno D (5,8 %) e nas cascas do caule,
atractilone (21,1 %), germacreno D (10,7 %), viridifloreno (7,9 %) e 7-epi-a-selineno (5,0
%).

4.5.2 Identificacio e caracterizacao dos constituintes majoritarios

Uma vez que nao foi possivel identificar um dos componentes majoritarios
presentes no 6leo essencial pela técnica de CG-EM, cujo tempo de retengdo sugeria ser o de
um diterpeno, submeteu-se o 6leo a uma cromatografia em coluna de silica, conforme
descrito no item 3.3.2, pagina 31. Através deste processo, cinco componentes majoritarios

foram isolados e caracterizados, incluindo o componente supracitado.
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4.5.2.1 Identificacdo do diterpeno ent-caur-16-eno (11)

O composto 11, obtido na fragdo NMF-28-31 de acordo com metologia descrita em
3.3.2, pagina 31.

Ap6s andlise por CG-EM, verificou-se que 11 tratava-se de um dos compostos
majoritarios que ndo havia sido identificado na analise anterior (item 4.5.1, pag. 94).

O espectro de RMN de 'H (espectro 50, pag. 101) da fragdo apresentou trés
singletos em 1,00; 0,83 e 0,79 9, referentes a trés grupos metila, um singleto largo em 2,61
0, proporcional a um hidrogénio, além de dois singletos largos em 4,71 & e 4,77 9,
indicativos de hidrogénios de uma ligacdo dupla exociclica.

No espectro de RMN de °C (espectros 52, pag. 103) foram observados vinte
sinais. No espectro DEPT 135° (espectro 51, pag. 102), foi possivel observar sinais de trés
carbonos metilicos, dez metilénicos, trés metinicos e quatro tetrasubstituidos onde aqueles a
102,8 & e 156,2 & confirmam a presenga de uma liga¢dao dupla exociclica.

Dessa forma foi possivel propor a formula molecular Cy0Hs, para o composto 11,
compativel com a de um diterpeno tetraciclico, confirmada pelo ion a m/z 272 [M]™*
observado no espectro de massas obtido pela técnica CG-EM (espectro 53 e figura 32,
pag.104). Os dados de 11 (tabelas 15 e 16, pag. 100), ao serem comparados com 0s
diterpeno ent-caur-16-eno isolado das folhas como componente fixo (HAMERSKI &
MARQUES, 2007) revelaram que se tratavam da mesma substancia.

Embora ent-caur-16-eno tenha sido relatado em Lauraceae, no 6leo essencial das
folhas de Ocotea coletadas em Monte Verde, Costa Rica (SETZER et. al., 2006), esta
sendo descrito pela primeira vez como componente de 6leo essencial de uma espécie de

Nectandra.
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Tabela 15: Dados de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do diterpeno ent-caur-16-eno (11).

H dn

13 2,61 sl

17 | 4,77 sl (H-17a); 4,71 sl (H-17b)
18 0,83 s

19 0,79 s

20 1,00 s

Tabela 16: Dados de RMN de " C (75 MHz, CDCl;) do diterpeno ent-caur-16-eno (11) e
da literatura (HANSON et. al., 1976)

C oc oc literatura
1 41,3 41,3
2 18,7 18,8
3 42,1 42,0
4 333 333
5 56,1 56,1
6 20,3 20,3
7 40,5 40,4
8 440 442
9 56,1 56,1
10 39,9 39,3
11 18,2 18,1
12 333 333
13 441 442
14 39,9 39,9
15 49,2 49,2
16 156,2 156,0
17 102,8 102,8
18 33,7 33,7
19 21,6 21,7
20 17,6 17,6
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\/ M%f%%—‘ Bxeno !
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090527
Time 10.05
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zg
TD 65536
SCLVENT cDC13
NS 8
DS 0
SWH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 71.8
DW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H
Pl 8.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFol 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 300.1300121 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Espectro 50. RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) de 11.
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Figura 32: Cromatograma de ions totais de 11.
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4.5.2.2 Identificacido do sesquiterpeno cariofileno (12)

13, 2 3
£ 1 4
' 15
2% |11 5 /
9
6
10 8
7
14

O composto 12 foi obtido na fragdo NMF 32-35 de acordo com a metodologia
descrita no 3.3.2, pagina 31.

Os espectros de RMN de 'H, '°C ¢ DEPT 135° de 12 mostraram uma grande
semelhanga com os do sesquiterpeno trans-1(10)-epoxi-4(15)-cariofileno 3 (espectros 19 a
21, pags. 56 ¢ 57) obtido da madeira. No espectro de RMN de "*C de 12 (espectro 56, pag.
104
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108), a principal diferenga observada foi a auséncia dos sinais referentes aos carbonos
oxigenados C-1 e C-10 em 3 sendo substituidos por dois sinais de carbonos olefinicos a
124,3 & (CH) e 135,5 & (C), respectivamente. No espectro de RMN de 'H (espectro 54, pag.
106), um multipleto na regido de 5,73 a 5,79 d, ausente no espectro de 3, foi atribuido ao H-
I em 12.

Assim, o componente principal 12 da fragdo 32-35 foi identificado como sendo o
sesquiterpeno cariofileno (tabela 17), ja detectado na analise por CG-EM do 6leo (item
4.5.1, pag. 94).

A andlise por CG-EM da fragdo 32-35 confirmou a proposta, com base no indice de
retengdo apresentado pelo componente majoritario e também pelo espectro de massas, com
ion molecular a m/z 204, obtido para este componente. (espectro 57 e fig. 33, pag. 109)

Esse composto ¢ comumente encontrado em Oleos essenciais e ja relatado em
Lauraceae, como por exemplo, no 6leo essencial das folhas de Beilschmiedia brenesii
(AGIUS et. al., 2007) bem como em familias vegetais de plantas oriundas da floresta
Amazonica (GOTTLIEB et. al., 1981) também ja foi relatado no género, no dleo essencial
das folhas de um espécime de Nectandra falcifolia ocorrente em Santiago, Argentina
(TALENTTI et. al., 1981). Este composto esta sendo relatado pela primeira vez em N.

megapotamica.

Tabela 17: Dados de RMN de "*C (75 MHz, CDCl5) de 12 e dados de *C (67,5 MHz,
CDCl3) de Bohlmann & Zdero, 1978.

C | oc ocic | C | dc Ociit
1 | 535|536 | 9 | 48,5 | 48,6
2 | 283 | 284 | 10 | 30,1 | 30,1
3 (226 | 24,8 | 11 | 40,0 | 40,0
4 |135,5(135,0] 12| 30,1 | 30,1
5 | 48,5 [ 1245 | 13 | 22,7 | 22,6
6 | 293 | 294 |14 | 111,7 | 111,8
7 | 404 | 404 | 15 | 16,3 16,3
8 | 154,77 | 1543
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Current Data Parameters

NAME NMF-32-35
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 Acguisition Parameters
Date_ 20090205

Time 15.26
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13cC/
PULPROG zg

D 65536
SOLVENT CDC13

NS 8

DS 0

SWH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 362

DW 07.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
******** CHANNEL fl1 ========
NUC1 1H

Pl 14.40 usec
PLl -4.00 dB
SFOl 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.1300121 MHz
WEW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

2O 1.00

Espectro 54: RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) de 12.
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4.5.2.3 Identificacido do sesquiterpeno biciclogermacreno (13)
1 9

O composto 13 foi obtido na fragdo NMF 37-45 de acordo com a metodologia
descrita em 3.3.2, pagina 31.
A analise dos espectros de RMN de 'H e °C desta forma revelou que mesma era

composta por um sesquiterpeno.
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O espectro de RMN de 'H (espectro 60, pag. 114) mostrou quatro singletos relativos
a grupos metila, sendo dois a 1,43 6 e 1,60 6 e dois a 1,0 6 e 1,06 9, além de dois sinais de
hidrogénios olefinicos, sendo um dubleto a 4,31 6 (J = 12,0 Hz) e um multipleto a 4,80 3.

No espectro de RMN de "°C (espectro 59, pag. 113) foram observados 15 sinais, os
quais com o auxilio do espectro DEPT 135°, foram atribuidas a quatro metilas (15,4; 16,5;
20,9 e 26,9 6), quatro carbonos metilénicos, quatro metinicos, dois dos quais olefinicos
(124,8 e 126,5 d) e trés carbonos quaternarios, sendo dois olefinicos (127,9 e 140,8 §) e um
indicativo da presenca de um anel ciclopropanico (19,8 6). Estes dados foram compativeis
com a formula molecular C;sHy4 e indicaram, portanto, que 13 se tratava de um
sesquiterpeno biciclico. Com base nestas informagdes (tabela 18, pag. 110) e de acordo
com os sesquiterpenos identificados através da analise por CG-EM do 6leo essencial, foi
possivel identificar o componente da fragdo 37-45 como sendo biciclogermacreno 13. O
valor de [a]20D= + 42,3, (c. 0,035; CHCls), para 13 indicou a estereoquimica apresentada.

O valor do indice de retengdo ¢ o espectro de massas obtido apo6s analise de 13 por
CG-EM (item 3.3.1, pag. 31 e espectro 61 e fig. 34, pag. 115) confirmaram a identificacao.

Embora comum em oleos essenciais, o sesquiterpeno (+)-biciclogermacreno seja
relatado em plantas da familia Lauraceae, no 6leo essencial das folhas de sete espécies

ocorrentes em Ocotea, Monte Verde - Costa Rica (SETZER et. al., 2006) e esta sendo

descrito pela primeira vez no género Nectandra.

Tabela 18: Dados de RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) do biciclogermacreno (13) e dados da
literatura (300 MHz, CDCls) relatados Riveiro-Cruz et. al., 2006.

H 136 (ppm) 0 Literatura

1 4,80 (1H; mult.) 4,80 (m)

5 | 431(1H;d; 12Hz) | 4,33 (1H, d; 11,5 Hz)
12 1,00 (3H, s) 1,00 (3H, s)

13 1,06 (3H, s) 1,07 3H, s)

14 1,43 3H, s) 1,45 3H, s)

15 1,6 (3H, s) 1,6 3H, s)
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Tabela 19: Dados de RMN de *C (75 MHz, CDCls) de biciclogermacreno (13) e dados da
literatura (22,49 MHz, CDCI;) relatados por McMurry & Bosch, 1987.

C 136c¢ ocLiteratura
1 124,8 124,7
2 25,9 26,0
3 41,1 41,2
4 | 1279 126,4
5 | 126,5 126,5
6 29,2 29,2
7 30,0 30,0
8 26,8 26,8
9 37,2 37,2
10 | 140,8 140,7
11 19,8 19,8
12 | 20,9 20,8
13 | 269 26,9
14 | 16,5 16,5
15| 154 15,4
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F2 Acquisition Parameters

Date_ 20090130

Time 14.45

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm Dual 13C/

PULPROG zg

D) 65536

SOLVENT CDC13

NS 8

DS 0

SWH 4664.179 Hz

FIDRES 0.071170 Hz

AQ 7.0255094 sec

RG 50.8
107.200 usec

E 6.00 usec

TE 300.0 K

D1 1.00000000 sec

TDO 1

======== CHANNEL fl ========

NUC1 1H

Pl 14.40 usec

PL1 -4.00 dB

SFO1 300.1321864 MHz

F2 Processing parameters

ST 65536

SF 300.1300121 MHz

WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz

GB 0

PC 1.00

1

EXPNO
o PROCNO

1
1
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Espectro 58. RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) de 13.
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Figura 34: Cromatograma de ions totais de 13.
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Espectro 61. Espectro de massas 70 eV de 13.
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4.5.2.4 Identificacdo do espatulenol (14)

O composto 14 foi obtido na fragdo NMF-136-138 de acordo com a metodologia
descrita no item 3.3.2, pag. 31.

A énalise dos espectros de RMN de 'H e "°C da fragio mostrou sinais relativos a
dois compostos, sendo um grupo de sinais relativo ao fenilpropandide elemicina (6) (item
4.2.3, pag. 66; espectros 28 a 30; pag. 68 e 69), e outro grupo de sinais sugestivos de um
composto da classe terpénica.

No espectro de RMN de 'H da fragio NMF-136-138 (espectro 62, pag. 119), os
sinais referentes ao componente terpénico desta fracdo identificados como, trés singletos
em 1,01 §; 1,03 e 1,26 o e o ultimo sugestivo de um grupo metila ligado a um carbono
quaternario carbinolico. Este espectro também mostrou dois singletos a 4,65 6 ¢ 4,67 o
relativos a dois hidrogénios olefinicos de uma dupla exociclica, além de um tripleto a 0,44
d sugerindo um anel ciclopropanico.

No espectro de RMN de "°C (espectro 64, pag. 121), além dos sinais relativos ao
fenilpropandide elemicina, foram observados quinze sinais atribuidos ao composto 14.
Estes foram identificados, com o auxilio do espectro DEPT 135° (espectro 63, pag. 120),
como sendo referentes a quinze carbonos, atribuidos a trés metilas (16,3; 26,1; 28,6 0)
cinco metilénos, sendo um olefinico (106,2 J), quatro carbonos metinicos, dois deles
sugestivos de um anel ciclopropanico (27,5 e 29,9 9) e trés carbonos quaternarios (um
olefinico a 153,4 8, um oxigenado a 81,0 o e um atribuivel ao do anel ciclopropanico a 20,1
d). Estas informagdes aliadas as obtidas pela andlise por CG-EM do 6leo essencial (item
3.3.1, pag. 31) e da fragdo NMF-136-138 (espectro 65 e fig. 35, pag. 122) permitiram

concluir que o composto 14 presente nesta fragao tratava-se do sesquiterpeno espatulenol.
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Esse composto ¢ comumente encontrado em 6leos essenciais e ja foi relatado em
Lauraceae, em um espécime de Cinnamomum paratriplinerve (SETZER et. al., 2007), de
frutos de Nectandra umbrosa (VALLEY & SCORA, 1999), de folhas de N. umbrosa ¢ N.
salicina (SCORA et. al., 2001) e de folhas de N. coriacea (Sw) Griseb (PINO et. al., 2005).

O composto 14 esta sendo descrito pela primeira vez em N. megapotamica.

Tabela 20. Dados de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) de espatulenol (14) e dados (400
MHz, CDCl;) da literatura (INAGAKE&ABE, 1985).

H on OHiliteratura
6 0.45t() = 104 Hz) 0.46

7 0,65-0,75 m 0,71

12 1,02 s 1,04

13 1,03 s 1,05

14 | 4.67 s (H-14a); 4,64 s (H-14b) | 4,66 4,63
15 1,26 s 1,28
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Tabela 21. Dados de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) de espatulenol (14) e dados (100
MHz, CDCl;) da literatura (INAGAKE&ABE, 1985)

C dc | OcuLiteratura
1 53,4 53,4
2 26,7 26,7
3 41,7 41,7
4 80,9 80,9
5 54,3 54,3
6 29,9 29,7
7 27,5 27,5
8 24,8 27,5
9 38,8 38,8
10 | 1534 153,4
11 | 20,1 20,4
12 | 28,6 28,6
13 16,3 16,3
14 | 106,2 106,2
15 | 26,1 26,1
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Espectro 65. Espectro de massas (70 eV) de 14.

4.6 Ensaios de atividade biologica

No presente trabalaho também foram avaliadas as atividades antibacteriana,
antifingica e larvicida contra Adedes aegypti do fenilpropandide elemicina (6), da
neolignana rel-(7S, 8S, 7R, 8'R) — 3, 37, 4, 4°,5, 5'-hexametoxi- 7.0.7- 8§, 8 -lignana (9),

do 6leo essencial obtido das folhas e de alguns de seus compostos (item 3.4, pag. 32).
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4.6.1 Ensaio de atividade antibacteriana

Foram testados o dleo essencial das folhas e as substancias elemicina (6), rel-(7S,
8S, TR, 8'R)—-3,3",4,4",5, 5 -hexametoxi- 7.0.7- 8, 8 -lignana (9), ent-caur-16-eno (11)
e biciclogermacreno (13) de acordo com metodologia descrita em 3.4.1, pagina 32.

Todas as amostras testadas mostraram-se inativas neste ensaio, com base nos
valores de CIM (Concentracao Inibitéria Minima) obtidos (acima de 1000 pg/ mL).
4.6.2 Ensaio de atividade antifiingica

O ensaio de atividade antifungica foi realizado de acordo com metodologia (3.4.2,
pagina 32) com compostos isolados do extrato etandlico (substancias 5, 6 € 9) e também
com o Oleo essencial das folhas juntamente com os seus compostos majoritarios isolados
(substancias 11-13 e mistura de 6 e 14). Os valores de CIM obtidos sdo apresentados na
tabela 22. O oleo essencial das folhas apresentou uma fraca atividade frente a
Cryptococcus neoformans, em uma concentragdo de 500 pg/mL e mostrou-se inativo frente
a cepa Candida krusei. Os compostos cariofileno (12) e a mistura de espatulenol (14) +
elemicina (6), oriundos do 6leo e também um composto isolado da madeira, (E)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ol (5) apresentaram fraca atividade, no limite méaximo da
concentracdo de 200 pg/mL.
Tabela 22: Valores de CIM (ug/mL) obtidos para o 6leo essencial das folhas de M.
megapotamica ¢ para substancias isoladas isoladas frentes as cepas fungicas de Cdndida

krusei e Cryptococcus neoformans.

Cryptococcus neoformans Candida krusei (ATCC
Substancias puras/fracoes

(ATCC 27853) 6258)
o6leo essencial das folhas 500 inativo
elemicina (6) inativo inativo
biciclogermacreno (13) inativo inativo
rel-(7S,8S, 7R, 8 R)—3,3", 4,45, 5 -hexametoxi- inativo inativo
7.0.7- 8, 8 -lignana (9)
ent-caur-16-eno (11) inativo inativo
cariofileno (12) - 200
elemicina (6) + espatulenol (14) - 200
(E)-3-(3.,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ol (5) - 200
Anfotericina B (0,26-16) (0,25-0,50)

(inativo: CIM > 1000 pg/mL)
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O CIM (Concentragdo minima inibitoria), 200 pg/ml a 1,56pg/ml para as fragdes
puras, a diferenca € a concentragdo do antifungico Anfotericina B, que variou de 16 pg/ml a
0,125 pg/ml para Cryptococcus neoformans e de 0,25 pg/ml a 0,50 pg/ml para Cdndida
krusei.
4.6.3 Ensaio de atividade larvicida contra a larva do mosquito Aedes aegypti

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia (item 3.4.3, pagina 32)
utilizando-se larvas do 3° estadgio de Aedes aegyptii.

Foram testados o oleo essencial das folhas e alguns de seus componentes
(compostos 11, 13 e mistura de 7 e 14), bem como as substancias 9 e 6 isoladas da madeira
(este ultimo também presente no oOleo essencial). Os valores de CLsy obtidos sao

apresentados tabela 23, abaixo.

Tabela 23: Atividade larvicida frente a larvas do mosquito Aedes aegypti realizado com

compostos isolados do extrato etanolico da madeira e do oOleo essencial de M.

megapotamica
Substancia pura/Fracao
[ng/mL]

oleo essencial das folhas 79,89
ent-caur-16-eno (11) >1000
biciclogermacreno (13) >1000
elemicina (6) 96,05
elemicina (6) + espatulenol (14) >1000
rel-(7S, 8S, TR, 8'R) — 3,3, 4,45, 5-| 74,35
hexametoxi- 7.0.7- 8, 8"-lignana (9)

A neolignana, rel-(7S, 8S, 7'R, 8'R) — 3, 37, 4, 4,5, 5’ -hexametoxi- 7.0.7- 8, 8'-
lignana (9), apresentou atividade larvicida com um valor de CLs igual a 74,35 pg/mL. O
6leo essencial das folhas e o fenilpropandide 6, componente majoritario do oOleo,
apresentaram valores de CLsy 79,89 e 96,05 pg/mL, respectivamente,. A atividade
larvicida ligeiramente superior apresentadoa pelo 6leo, em comparacdo com o valor obtido
para um de seus componentes (elemicina 6), pode ser atribuida a um efeito sinergistico de
todos ou alguns de seus componentes. A literatura relata atividades de fenilpropandides

contra A. aegypti (SIMAS et. al., 2004) e efeito genotoxico (KARWICKA et. al., 2008).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi investigado a composi¢do quimica da madeira e do dleo
essencial das folhas de um espécime do Cerrado Sul Matogrossense de N. megapotamica,
coletado no municipio de Campo Grande-MS.

O estudo quimico da madeira resultou no isolamento e caracterizacdo de dez
substancias pertencentes as classes dos fenilpropanoides, sesquiterpenos, esterdides e
neolignanas, compreendendo:

- cinco fenilpropanoides, elemicina 6; isoelemicina 4; (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-
prop-2-en-1-ol 5, treo-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-propano-1,2-diol 7; 3-cloro-1-(3,4,5-
trimetoxifenil)-propano-1,2-diol 8;

- uma neolignana, re/-(7S, 8S, 7'R, 8'R) — 3, 37, 4, 4,5, 5'-hexametoxi- 7.0.7- 8,
8'-lignana 9;

- trés sesquiterpenos, trans-calameneno 2.; cadaleno 1; trans-1(10)-epoxi-4(15)-
cariofileno 3;

- um esteroide, S-sitosterol 10;

Dentre as substancias isoladas, o fenilpropandide clorado 3-cloro-1-(3.4,5-
trimetoxifenil)-propano-1,2-diol 8 ¢ inédito e sendo o primeiro relato de um composto
clorado no género, enquanto que o fenilpropanoide 5, a neolignana 9 e o sesquiterpeno 2
sdo relatados pela primeira vez em Lauraceae e o sesquiterpeno 1 no género Nectandra.

A andlise da composi¢do quimica do dleo essencial das folhas esta sendo descrita
pela primeira vez e resultou na identificacdo de quinze substancias, incluindo trés
monoterpenos (a-tujeno; 3-careno; limoneno), dez sesquiterpenos (isoledeno; 6-elemeno; B-
elemeno; cariofileno;  a-guaieno;  o-humuleno;  germacreno D;  valenceno;
biciclogermacreno, espatulenol), um fenilpropandide (elemicina) e um diterpeno (ent-caur-
16-eno), sendo os componentes majoritarios elemicina (6, 82,3 %), biciclogermacreno
(5,7%), ent-caur-16-eno (2,5%) e espatulenol (1,0%).

O ¢leo essencial das folhas, bem como alguns dos compostos isolados da madeira
(5, 6, 9) e do 6leo essencial (ent-caur-16-eno 11; biciclogermacreno 13 e cariofileno 12)
foram avaliados com relacdo as suas propriedades antifingica, antibacteriana e larvicida

frente a Aedes aegypti. Dentre os resultados obtidos, pode-se destacar: a atividade
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antifingica do 6leo essencial e do cariofileno 12 contra Cryptococcus neoformans (CIM
500 e 200 pug/mL, respectivamente) e do fenilpropanodide 5 contra Candida krusei (CIM
200 e 200 pg/mL) e atividade larvicida contra A. aegypti do o6leo essencial (CLsy 79,89
png/mL), da neolignana 9 (CLso 74,35 pg/mL) e do fenilpropandide 6 (96,05 ug/mL).

O presente trabalho contribuiu para o conhecimento da composi¢do quimica de um
espécime de N. megapotamica ocorrente em Mato Grosso do Sul, cujos estudos da
composicao quimica da casca do caule e dos componentes fixos das folhas ja haviam sido
efetuados em nosso laboratorio.

Apesar de a literatura apresentar relatos da ocorréncia de neolignanas e alcaldides
em espécimes de Nectandra megapotamica coletados em outras regides do Brasil, o
espécime coletado em Mato Grosso do Sul forneceu predominantemente
alil/propenilfentis, que sdao unidades fundamentais para a biossintese de lignanas e

neolignanas e também substancias de origem terpénica.
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