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RESUMO

Palavras-chave: limondide mexicanolideo, 2-desoxigrandifolideo A, Guarea, 6leo essencial,
Aedes aegypti
A familia Meliaceae tem ocorréncia pantropical e compreende cerca de 700 espécies
distribuidas em 50 géneros. Os principais metabolitos secundarios da familia sdo limondides,
terpendides, esterdides e flavonoides. O género Guarea compreende cerca de 50 espécies
encontradas na América tropical e na Africa cujos estudos sobre os constituintes quimicos s&o
restritos a cerca de 10 espécies, onde foram identificados principalmente sesqui, di e
triterpenos e limondides. Este trabalho visou avaliar os constituintes quimicos de Guarea
convergens, G. scabra, G. silvatica (volateis) e G. humaitensis (volateis e fixos) e a atividade
sobre Aedes aegypti, principal espécie transmissora da dengue. Assim, amostras vegetais
coletadas na Reserva Ducke foram submetidas a hidrodestilacdo para obtencdo de Oleos
essenciais e/ou macerados para obtencdo de extratos organicos. Os 6leos essenciais obtidos
mostraram a predominancia de sesquiterpenos. Nos galhos de G. convergens 0s majoritarios
foram a-santaleno (26,26%), a-copaeno (14,61%), drima-7,9(11)-dieno (6,85%) e B-santaleno
(6,32%), e no Gleo dos galhos de G. humaitensis predominaram o epoxido de cariofileno
(40,91%), epoxido de humuleno II (14,43%) e B-bisaboleno (8,36%). Em folhas de G. scabra,
0s componentes majoritarios foram cis-cariofileno (33,37%) e o-trans-bergamotemo
(11,88%) e G. silvatica epoxido de cariofileno (36,54% folhas; 8,57% galhos), espatulenol
(14,34% galhos e 4,17% folhas) e B-elemeno (6,20% folhas), além do diterpeno kaureno em
folhas (15,61%). O estudo fitoquimico dos extratos de folhas e galhos de G. humaitensis
conduziu a obtencdo de uma mistura dos sesquiterpenos epoxido de cariofileno e epoxido de
humuleno 1, mistura dos esteroides B-sitosterol e estigmasterol, um novo limondide do tipo
mexicanolideo, 2-desoxigrandifolideo A, a cumarina escopoletina e o triterpeno cicloar-23-
en-3p,25-diol. Dentre os 0Oleos essenciais testados frente as larvas de A. aegypti, o 6leo dos

galhos de G. humaitensis apresentou a maior atividade larvicida (CLso= 49,0 ug.mL™).



ABSTRACTS

Key words: limonoid mexicanolide, 2-deoxygrandifolide A, Guarea, essential oil, Aedes
aegypti

The Meliaceae family has pantropical occurrence and include around 700 species distributed
in 50 genus. The main secondary metabolites of the family are limonoids, terpenoids, steroids
e and flavonoids. The Guarea genus found in Tropical America and Africa contains about 50
species, of which around 10 species have chemical studies. The studies showed that sesqui-,
di-, triterpenes and limonoids are the main constituents. This work aimed to evaluate the
chemical constituents of Guarea convergens, G. scabra, G. silvatica (volatile) and G.
humaitensis (volatile and non-volatile) and the activity against Aedes aegypti, the main
species transmitter of the dengue. In this manner, vegetal samples collected in the Ducke
Reserve were submitted to hydrodistillation to obtain essential oil and/or macerated to obtain
the organic extract. The essential oils obtained showed the predominance of sesquiterpenes. In
the branches of G. convergens the majority components were a-santalene (26.26%), a-
copaene (14.61%), drim-7,9 (11)-diene (6.85%) and B-santalene (6.32%), and in the oil of G.
humaitensis branches predominated the caryophyllene epoxide (40.91%), humulene epoxide
11 (14.43%) and B-bisabolene (8.36%). In leaves of G. scabra, the majority components were
cis-caryophyllene (33.37%) and o-trans-bergamotene (11.88%), and in G. silvatica,
caryophyllene epoxide (36.54% leaves; 8.57% branches), espatulenol (14.34% branches and
4.17% leaves) and B-elemene (6.20% leaves), further the kaurene diterpene in leaves
(15.61%). The phytochemical study of extracts of leaves and branches of G. humaitensis lead
to obtaining a mixture of sesquiterpenes caryophyllene epoxide and humulene epoxide II,
mixture of steroids p-sitosterol and stigmasterol, a new limonoid of the mexicanolide type, 2-
deoxygrandifolide A, the coumarin scopoletin and the triterpene cycloart-23-ene-3f3,25-diol.
Among essential oils tested against the larvae of. A. aegypti, the oil of the G. humaitensis

branches presented the best larvicidal activity (49,0 CLso= pg.mL™).
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1.1 A Familia Meliaceae

A familia Meliaceae, de ocorréncia pantropical (Figura 1), compreende cerca de 50
géneros e 700 espécies. De acordo com PENNINGTON; STYLES (1975) a familia esta
dividida nas subfamilias Melioideae, Quivisianthoideae, Cupuronianthoideae e

Swietenioideae, como mostra a tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo morfoldgica da familia Meliaceae segundo PENNINGTON; STYLES

(1975)
Subfamilias Tribos Géneros
Turraceae Munronia, Naregamia, Turraea, Humbertiuturraea,
Calodecaryia, Nymania
Meliae Melia, Azadirachta
Vavaeeae Vavaea
Trichilia, Pseudobersama, Pterorhachis, Walsura,
Trichilieae Lepdorichilia, Malleastrum, Ekebergia,
Melioideae Astrotrichilia, Owenia, Cipadessa
Aglaieae Aglaia, Lansium, Aphanamixis, Reinwardtiodendron,
Sphaerosacme
Heckeldora, Cabralea, Ruagea, Turraeanthus,
Guareeae Guarea, Chisocheton, Megahphyllaea, Synoum,
Anthocarapa, Pseudocarapa, Dysoxylum
Sandoriceae  Sandoricum
Cedreleae Cedrela, Toona
Kaya, Neobeguea, Soymida, Entandrophragma,
Swietenioideae Swietenieae  Chukrasia, Pseudocedrela, Schumardaea, Swietenia,
Lovoa
Xylocarpeae  Carapa, Xylocarpus
Quivisianthoideae Quivisianthe

Cupuronianthoideae Cupuronianthus
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4 T

Figura 1. Mapa da distribuicdo geogréfica da familia Meliaceae

No Brasil ocorrem seis géneros - Cedrela, Cabralea, Swietenia, Carapa, Guarea e
Trichilia (PENNINGTON; STYLES, 1981). Na Reserva Florestal Adolfo Ducke (Km 26,
AM - 010), ocorrem 23 espécies de Meliaceae, pertencentes aos géneros Carapa (1 espécie),
Guarea (12 espécies) e Trichilia (10 espécies), além de duas espécies que foram introduzidas,

Cedrela fissilis e Swietenia cf. macrophylla (SOUZA; PENNINGTON, 1999).

O herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) registra cerca de
30 espécies do género Guarea que ocorrem no estado do Amazonas, sendo as espécies G.

silvatica, G. kunthiana e G. guidonia, as mais encontradas.
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Importancia econdmica e caracteristicas quimicas e bioldgicas de Meliaceae

Algumas espeécies pertencentes a familia Meliaceae sdo utilizadas na obtencao de
madeiras de alta qualidade como o cedro (Cedrela fissilis), o mogno (Swietenia cf.
macrophylla) e a andiroba (Carapa guianensis). A madeira de andiroba é utilizada para
fabricacdo de moveis, construcdo civil, laminas e compensado e as sementes para extracdo de
oleo que tem sido comercializado para outras regides do pais e do mundo, principalmente para
a Europa e para os Estados Unidos.

No Brasil, o 6leo de andiroba e seus subprodutos, como sabonetes e velas, sdo
geralmente encontrados em feiras livres (GONCALVES, 2001), sendo que na Regido
Amazonica o 6leo é utilizado como repelente de insetos e por suas atividades antiinflamatoria,
antibacteriana e antifangica, e as velas no combate aos mosquitos transmissores da dengue e
maldria (GRAHAM, 2000; PINTO, 1963; FERRAZ et al., 2002). Devido a acdo
antiinflamatdria apresentada pelo 6leo de andiroba, as industrias farmacéuticas e cosméticas
também tém mostrado um grande interesse por esse produto (PENIDO et al., 2006).

Certas espécies de Cedrela, Guarea, Swietenia e Trichilia sdo importantes em planos
de manejo florestal uma vez que os brotos foliares e resinas exsudadas das mesmas fazem
parte da dieta alimentar de Cebuella pygmaea, um grupo de primatas da familia Callitrichidae
(SOUZA; PENNINGTON, 1999).

Na familia Meliaceae, os principais metabolitos secundarios relatados pela literarura
sdo limonoides, protolimonoides, terpenoides, esteroides, flavonodides e cumarinas
(AMBROZIN et al., 2006; PUPO et al., 2002; CAMPOS et al., 1991; YIN et al., 2009; CHEN
et al., 2009; CONOLLY, 1983; CHAMPAGNE, 1992). Entre esses metabolitos os limonoides
destacam-se pela gama de atividades bioldgicas, principalmente como inseticida, pela acédo
antialimentar e reguladora do crescimento em insetos (CHAMPAGNE et al., 1992). Outras

atividades reportadas sdo antimicrobiana (ROY et al., 2006), antimalarica (KAYSER et al.,
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2003) e anticancer (MIYAGI et al., 2000). As pesquisas realizadas com a avaliacdo da
atividade biologica dos limonoides podem ser um grande suporte para a industria
farmacéutica e agroinddstria na busca por novos principios ativos, uma vez que a relacéo

estrutra-atividade biologica dos limondides pode ser estabelecida.

1.2. O género Guarea

O género Guarea compreende cerca de 50 espécies encontradas na América tropical e na
Africa. Conforme o levantamento bibliografico realizado, os estudos sobre os constituintes
quimicos (6leos essenciais e/ou extratos vegetais) sao restritos a cerca de 10 espécies.

Quanto aos estudos quimicos com Oleos essenciais a literatura mostra a composicdo dos
Oleos de G. guidonia, G. macrophylla ssp. tuberculata, G. cedrata, G. humaitensis e G.
convergens, evidenciando a predomindncia de sesquiterpenos (Tabela 2). No estudo
eletroantenografico realizado com o dleo essencial das folhas de G. macrophylla ssp. tuberculata
para avaliar a resposta de fémeas de Hypsipyla grandella (inseto que ataca espécies de Meliaceae),
foi sugerido que cinco de seus componentes (ledol, 1-cubenol, guai-6-en-10p3-ol, 1-epi-cubenol e
t-muurolol) podem ser o0s responsaveis pela atracdo deste inseto a G. macrophylla ssp. tuberculata

(LAGO et al., 2006).



Tabela 2. Principais constituintes dos 6leos essenciais de espécies de Guarea

Parte
Espécie ] Principais constituintes (%) Refer.
vegetativa
Eudesm-6-en-4p-ol (21,0) 1,2
Folhas Guai-6-en-10p-ol (21,0)
Eudesma-5,7-dieno (19,2)
B-Cariofileno (25,0) 3
Casca do
o Germacreno D (24,0)
G. guidonia caule
a-Humuleno (8,5)
Germacreno D (20,9) 4
Epoxido de isocariofileno +
Galhos . o
Epoxido de cariofileno (12,1)
a-Muurolol (9,6)
Guai-6-en-10B-ol (20,0 -6,1) 5,6
Folhas Ledol (16,7 - 5,3)
y- Cadineno (31,8 - 3,0)
cis-Calamelano (11,0) 7
G. macrophyllassp.  Cascado )
8-Cadineno (7,8)
tuberculata caule
Globulol (6,5)
Cadina-1,4-dieno (17,5) 8
Frutos Viridifloreno (14,6)
a-Copaeno (10,3)
Cascado  p-Cariofileno (45,1) 9
G. cedrata
caule Globulol (11,1)
B-Bisaboleno (20,23) 10
G. humaitensis Folhas trans-Cariofileno (17,99)
B-Elemeno (14,61)
6-Cadineno (25,79) 11
G. convergens Folhas epi-a-Cadinol (15,90)

a-Muurolol (14,57)

1. LAGO et al., 2002a; 2. LAGO et al., 2005a; 3. NUNEZ et al., 1999; 4. NUNEZ et al., 2005; 5. LAGO
et al., 2006; 6. LAGO et al., 2007; 7. LAGO et al., 2002b; 8. LAGO et al., 2005b; 9. MENUT et al., 1995;
10. MAGALHAES et al., 2007; 11. LIMA et al., 2007.
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Nos estudos sobre os constituintes quimicos dos extratos vegetais de Guarea foram
identificados principalmente sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos do tipo cicloartano,

limondides, protolimondides e outros constituintes como esterdides (Quadros 1-6).

Quadro 1. Sesquiterpenos isolados em Guarea

guai-6-en-10p3-ol eudesma-5,7-dieno B-selineno
G. macrophylla* G. guidonia? G. guidonia?
G. guidonia®
HO,
OH
eudesma-4,11-dieno eudesma-5,7-dien-2-ol

eudesm-6-en-4 B-ol
. .2 H iq2
G. guidonia G. guidonia G. guidonia®




Quadro 1. Continuacio

alismol alisméxido 3-0x0-10B-allo-aromadendranol
G. kunthiana® G. kunthiana® G. guidonia*

10pB,13-allo-aromadendranodiol 3-0x0-98,10B3-aromadendranodiol 4p,10a-aromadendranodiol

G. guidonia* G. guidonia* G. guidonia*

alloaromadendran-10a-ol (ledol) 10-aromadendren-43-ol (espatulenol)
G. macrophylla* G. macrophylla*
G. kunthiana®

aromadendran-1a-ol (palustrol)

G. macrophylla?

1. LAGO et al., 2000; 2. LAGO et al., 2002a; 3. GARCEZ et al., 2004; 4. RAMOS et al., 2000.



Quadro 2. Diterpenos isolados em Guarea
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isopimara-7,15-dien-2a-ol

G. macrophvlla®?

R A
CH,OH
R;=H; R,=0OH
ent-8(14),15-sandaracopimaradieno-2a,18-diol
R;=OH; R,=H

ent-8(14),15-sandaracopimaradieno-2,18-diol

G. rhophalocarpa®

labda-8,14-dien-13-ol

G. macrophvylla®

13-hidroxi-3,14-clerodandieno
G. trichilioides’

7a-hidroperoxiisopimara-
8(14),15-dieno-2a,3p-diol

labda-8,13E-dien-15-ol

G. macrophylla?

(-)-2-0x0-13-hidroxi-
3,14-clerodandieno

G. trichilioides’

isopimaré—?,15-dien-3-ona

G. macrophvlla 2

G. macrophvllal?

R=BOH, aH: 3p-hidroxi-labd-8(17),12Z,14-trieno
R=aOH, BH: 3a-hidroxi-labd-8(17),12Z,14-trieno
R= O: 3-oxo-labd-8(17),12Z,14-trieno

G. trichilioides’

isopimaradien-7,15-dien-3p-ol

G. macrophvlla?

19-nor-isopimara-7,15,4
(18)-trien-3-ona

G. macrophvlla’




Quadro 2. Continuacio
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oxido de 19-hidroxi-manoila ent-13-epi-6xido de manoila oxido de manoila

G. macrophylla® G. kunthiana* G. macrophylla*?

H 9
. e . . 8
G. trichilioides® G. carinata G. carinata

Ri= R,=R3= R,=H: ent-kaur-16-eno
R1= R,=R3 =H; R4= OH: ent- 3B-hidroxicaur-16-eno
R:= R,=0; R3 =R,=H: ent- ent-kaur-16-en-2-ona
R:= R,=R;=H; R;= OH: ent-3a -hidroxikaur-16-eno

Guarea kunthiana®

N
/ OH
""" "<OH 2 2 2
N .
/\/K fitol
G. macrophylla®
J)- cneorubina Y L
(-)-neftenol G.guidonia®
G. kunthiana® G. guidonia®

OH
R= m kolavelol

| R=aH, R1=H: cneorubina X
R= on kolavenol
R=aH, R1=0OH: cneorubina A
R= mm kolavenal R=BH, R1=0H: cneorubina B
- - 3
Guarea kunthiana® G. guidonia

1. LAGO; ROQUE, 2005; 2. LAGO et al., 2000; 3. BROCHINI et al., 2000; 4. LAGO et al., 2002a; 5. GARCEZ et al., 2004;

6. CAMACHO et al., 2001; 7. FURLAN; LOPES, 1996; 8. PEREIRA, et al. 1990; 9. LINS et al., 1992.
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Quadro 3. Triterpenos isolados em Guarea

cicloart-23E,25-dien-3-ona cicloart-24-eno-3,23-diona 25-hidroxicicloart-23-en-3-ona
G. macrophylla 2 G. macrophyllal G. macrophylla®

G.guidonia®

——”’, H

23-hidroxicicloart-24-en-3-ona 3B-hidroxicicloart-24-en-23-ona  (23S)-cicloart-24-eno-3p3,23-diol
G. macrophylla* G. macrophylla* G.guidonia®
G.guidonia®

H
22,25-dihidroxicicloart-23E-en-3-ona  24-metilenocicloartano-3p,22-diol cicloart-23-eno-3p,25-diol

G. macrophylla* G. macrophylla® G. macrophylla®

R=0
23-hidroxi-5a-lanosta-7,9(11),24-trieno-3-ona
. ) R= aOH
(23R)-cicloart-24-eno-3f ,23-diol 5a -lanosta-7,9(11),24-trieno-3a,23-diol

G. guidonia®

“,
%
Z

G. rhophalocarpa*

1. LAGO; ROQUE, 2002; 2. LAGO et al., 2000; 3. LAGO et al., 2002a; 4. CAMACHO et al., 2001.
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Quadro 4. Limonoides isolados em Guarea

gedunina 7-deacetoxi-7-oxogedunina 6a-acetoxigedunina
G. grandiflora? G. grandiflora? G. grandiflora®

coowe o - _
dori 7-desacetoxi-7-hidroxiazadirona dihidrogedunina
ecuadorina ..
G. kunthiana® G. trichilioides® G. thompsonii*’
. kunthiana
CH, CHs
OH
o o O o

7-0x0-gedunina
prieurianina G. guidonia®
G. guidonia®

MeO»C CH3; CO,Me
14,15B-epoxiprieurianina

G. guidonia®

07 HO™"
%z Co,Me
metil 6a,120- diacetoxiangolensato 7-oxodeacetoxidihidro-a-gedunol
G. thompsonii® G. thompsonii’

1. MOOTOO et al., 1992; 2. JIMENEZ et al., 1998; 3. WOLTER et al., 1993; 4. BEVAN et al., 1963; 5. LUKACOVA et
al., 1982; 6. CONOLLY etal., 1972; 7. HOUSLEY et al., 1962.
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Quadro 5. Protolimonoides isolados em Guarea

OH
o]
OH
HO™ ™
3-0x0-21,25-dihidroxi- iandi : .
21.23-epoxitirucal-7-eno meliandiol R=a OAc 21a-acetilmelianona
’ G. guidonia® G. grandiflora’
cqpmial
G. guidonia G. grandiflora? R=0OH, BOH melianona
G. guidonia®

G. grandiflora?

OAc
aco_ ©
OAc
tiglato
5 7-0-acetilchisocetona A
G. glabra 21,23-epoxi,3a, 7a, 21,24,25-pentaacetoxi- o,
25-hidroxi-4a,4p,8B-trimetil-14,18-ciclo G. carinata

-50,130,140,170-colestano

G. jamaicensis®

OH

R=H: glabretal
HO

’ R= Hﬁ/ cetona glabretal
G. glabra® o

R= |l o-hidroxiisovalerato

o
K% . 21,24-epoxi,3a, 70, 21,23-tetraacetoxi-
R= ¢ acrilato L N
25-hidroxi-4a,4p,8p-trimetil-14,18-

KK/ ciclo-5a,13a,140,170-colestano
rR= angelato G. jamaicensis®

1. LINS et al,, 1992; 2. JIMENEZ et al., 1998; 3. HARDING et al., 2001; 4. PEREIRA-JUNIOR et al., 1993; 5.
FERGUSON et al., 1973.
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Quadro 6. Outros metabdlitos isolados em Guarea

) sitosterol
estigmasterol

G. macrophylla*
G. guidonia? T
G.guidonia
G. rhophalocarpa® ;
G. cedrata

Ox 0
\
CHst@ioj O H
| Y OCH HO
HO 3
OH

escopoletina OCH;,
G. rhophalocarpa® vanilina 4-hidroxi-3-metoxicinamaldeido
G. penningtoniana® G. penningtoniana®

OH (0] OH

B O O
HyCO

|
MeO I CH,

OH o)
acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzodico fisciona
G. guidonia’ G. trichilioides*

1. LAGO et al., 2000; 2. LAGO et al., 2002a; 3. CAMACHO et al., 2001; 4. WOLTER et al., 1993; 5. BEVAN et al., 1963;
6. MARQUES et al., 2006; 7. RAMOS et al., 2000.
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1.3. Guarea convergens, G. humaitensis, G. scabra e G. silvatica

Quatro espécies de Guarea foram selecionadas para este trabalho: Guarea convergens,
G. humaitensis, G. scabra e G. silvatica. Apesar do registro de ocorréncias em diversos
paises da América do Sul (tabela 3), os estudos quimicos foram realizados apenas com 0s
Oleos essenciais das folhas de G. convergens e G. humaitensis (LIMA et al., 2007;
MAGALHAES et al., 2007).

Dentre as espécies selecionadas destaca-se, pelo uso popular, Guarea silvatica (sin. G.
bilocularis C. DC.; G. duckei C. DC.; G. klugii Harms; G. apedicellata C. DC.) que é
conhecida popularmente como fruta-de-porco, jatuatba amarela e gito, e na regido do Médio
Rio Negro o ché da casca € utilizado no combate a dor de cabeca e diarréia, sugerindo que

este cha possui propriedades analgésica e antibacteriana (MPEG, 2005; ALARCON, 2005).

Tabela 3. Ocorréncia de Guarea convergens, G. humaitensis, G. scabra e

G. silvatica
Espécie Ocorréncia
G. convergens T.D. Penn. Colémbia, Peru e Brasil (Amazonas e Para)
G. humaitensis T.D. Penn. Equador, Guiana e Brasil (Amazonas)

Guiana, Peru, Suriname e Brasil (Amapa,
G. scabra A. Juss. 3
Amazonas, Maranh&o)

Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru,
G. silvatica C. DC. Suriname, Venezuela e Brasil (Amazonas,

Espirito Santo, Maranhdo, Pard)
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1.4. Importancia na busca de constituintes quimicos em espécies de Meliaceae para

controle de Aedes aegypti

A dengue é uma doenca viral de grande impacto na saude publica. O virus da dengue
pertence a familia Flaviviridae e tem sido isolado em mosquitos do género Aedes, nas
espéecies A. aegypti, A. albopictus, A. scutellaris e A. polynesiensis (WENGLER, 1991). A
principal espécie transmissora é A. aegypti, encontrada nas regides tropicais e subtropicais do
planeta.

Os mosquitos machos sdo fitdfagos e costumam permanecer proximos aos criadouros,
onde ocorre o acasalamento, as fémeas realizam a hematofagia, desenvolvendo maior
atividade no periodo entre 16 e 18h (SILVA et al., 2002).0 desenvolvimento do mosquito
ocorre por metamorfose completa, passando pelas fases de ovo, quatro estadios larvais, pupa e
adulto (FORATTINI; BRITO, 2003).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), fatores como o rapido crescimento
populacional, infra-estrutura basica inadequada, migracdo para areas urbanas e o crescente
uso de materiais descartaveis tém contribuido para a expansdo geografica deste vetor. Além
de transmitir a dengue 0 mosquito também transmite a febre amarela, que tem sido controlada
por meio de vacina, no entanto, ndo ha vacina disponivel para a dengue, sendo o controle do
mosquito a unica forma de diminuir nimero de casos da doenca (CICCIA et.al., 2000).

A dengue e a dengue hemorragica estdo presentes em areas urbanas e suburbanas nas

Américas, no sudeste da Asia, no leste Mediterraneo, no oeste Pacifico e na Africa (Figura 2).
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= Antes de 1960
Depois de 1960

[]
=

Fonte: OMS

Figura 2. Propagacdo geografica da dengue e da dengue hemorragica

Mais de 50 milhdes de infeccdes ocorrem anualmente com 500 mil casos de dengue
hemorragica e 22 mil mortes principalmente entre criangas. O nimero médio de infecgdes

continua aumentando no decorrer dos anos, como mostra o gréafico 1.
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Graéfico 1. Namero anual médio de dengue e dengue hemorragica reportado a OMS e
0 nimero anual médio de paises que reportaram a dengue
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Segundo o Ministério da Saude, a primeira epidemia no Brasil relatada clinica e
laboratorialmente ocorreu entre 1981 e 1982 em Boa Vista, no estado de Roraima. Grandes
epidemias ocorreram nos anos de 1998 e 2002, sendo que em 2007 a regido Centro-Oeste

alcangou ntmeros altissimos (Grafico 2).
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Gréfico 2. Taxa de incidéncia de dengue no Brasil e em grandes regifes (1990-2008)

O controle quimico é o método mais utilizado para a eliminacdo do mosquito, sendo
que no Brasil destacam-se o0s organofosforados e o0s piretrdides. Os inseticidas
organofosforados sdo ésteres amido ou tiol-derivados dos é&cidos fosforico, fosfonico,
fosforotidico e fosfonotidico. Eles sdo absorvidos através da pele, pelas vias respiratorias e
pelo trato gastrintestinal. Nas exposi¢cGes que ocorrem durante 0s processos industriais de
fabricacdo, na formulacdo, na aplicacdo agropecuaria ou no controle de vetores em saude
publica, as principais vias de exposi¢cdo sdo a respiratdria e a cutanea. Apds absorvidos, 0s
organofosforados sdo rapidamente distribuidos por todos os tecidos. Alguns sintomas da

intoxicacdo por organofosforados sdo cefaléia, perda da memdria, confusdo, fadiga e até a
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morte Os organofosforados, juntamente com os carbamatos, sdo responsaveis pelo maior
nimero de intoxicacBes no meio rural (MINISTERIO DA SAUDE, 2003; NERO et al.,
2007).

Os piretroides foram introduzidos no mercado na década de 1970 e surgiu de outra
classe de praguicidas de origem boténica, o piretro - mistura de 6 ésteres (piretrinas | e II,
cinerinas | e Il, e jasmolinas | e Il) extraidos das flores de crisantemo-, apds modificacdes
feitas para melhorar sua estabilidade no ambiente. Atualmente sdo utilizados na agricultura,
na pecuéaria, no domicilio, nas campanhas de saude publica. Os piretroides sdo rapidamente
absorvidos por via oral e, em pequena quantidade, por via dérmica. Alguns dos sintomas mais
comuns sdo sensacdo de queimacdo na pele (intoxicacdo por via dérmica), problemas
gastrintestinais (intoxicacdes por via digestiva), além de sonoléncia, cefaléia, anorexia, fadiga
e fraqueza, sendo que nos casos mais graves Sdo observadas alteragdes neuroldgicas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Estima-se que os agrotoxicos sejam responsaveis por mais de 20 mil mortes néao
intencionais por ano, sendo que a maioria ocorre nos paises pobres, onde se estima que 25
milhdes de trabalhadores agricolas s&o intoxicados, de forma aguda, anualmente (ARAUJO et
al., 2000). Uma outra problematica é que os insetos sdo selecionados ao longo do tempo e as
aplicacbes devem ser em quantidades maiores, causando danos ecol6gicos, ao homem e
poluicdo do meio ambiente.

Considerando a alta periculosidade dos organofosforados e dos piretréides, a busca por
novas moléculas capazes de combater insetos, entre eles A. aegypti, tem sido alvo de varias
pesquisas. Entre elas, por exemplo, estdo os estudos realizados com 0leos essenciais de Lippia
sidoides e Cymbopogon citratus, que ja sdo extraidos em escala comercial por mostrarem
elevada acdo larvicida ao A. aegypti. (CAVALCANTE et al., 2004). Outros estudos relatam

que os Oleos essenciais contendo sesquiterpenos como farnesol e nerolidol apresentaram alta
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atividade larvicida ao A. aegypti. Mesmo havendo alguns relatos na literatura mostrando a
atividade inseticida de 6leos essenciais, poucos discutem a relacdo estrutura x atividade
bioldgica de seus constituintes (SIMAS, 2004).

Com relacdo a atividade inseticida, destacam-se também os limondides de Meliaceae.
No entanto, essa atividade tem sido relatada pela literatura principalmente contra insetos da
ordem Lepidoptera (CHAMPAGNE, 1992) e este fato é explicado pelo grande interesse e
conseqiente investimento da agroindustria na tentativa de controlar as pragas que infestam as
mais diversas plantacdes.

Assim, torna-se importante avaliar o potencial dos limonoides de Meliaceae, bem

como dos 6leos essenciais obtidos de espécies dessa familia frente ao A. aegypti (Diptera).
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

Avaliar os constituintes quimicos de Guarea convergens, G. scabra, G. silvatica (volateis) e
G. humaitensis (volateis e fixos) e a atividade sobre Aedes aegypti

2.2. Objetivos especificos

Obter 06leos essenciais de Guarea convergens, G. humaitensis, G. scabra e G. silvatica

Identificar a composicdo quimica dos 6leos essenciais por CG-EM

Isolar substancias dos extratos vegetais de G. humaitensis através de métodos cromatogréaficos

Identificar as substancias isoladas por métodos espectroscpicos e espectrométricos

Avaliar o potencial larvicida dos 6leos essenciais obtidos das espéecies de Guarea sobre Aedes
aegypti
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3. Procedimentos Experimentais
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3.1. Materiais

Para as cromatografias em coluna utilizou-se silica gel 60 (35-70, 70-230 e 230-400
mesh, Merck), celulose microcristalina Avicel (Merck) e sephadex LH -20 (Sigma). Nas
analises em camada delgada (CCD) utilizou-se cromatofolhas de aluminio com silica gel 60
(Merck), reveladas com luz UV e solucdo alcoodlica de vanilina/acido sulfurico. Para os
ensaios bioldgicos utilizou-se micropipetas automaticas (Eppendorf) e pipetas plasticas de

Pasteur.

3.2. Equipamentos

Para a analise dos 0leos essenciais utilizou-se um cromatdgrafo a gas acoplado a
espectrOmetro de massas (Shimadzu, QP-5000), com coluna capilar de silica fundida OV - 5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.). Os espectros de RMN
foram obtidos em espectrometro DRX-400 da Bruker, utilizando-se solventes deuterados na

dissolucdo das amostras e tetrametilsilano (TMS) como padréo interno.

3.3. Material vegetal

3.3.1. Coleta e identificacao

Partes vegetativas das espécies selecionadas foram coletadas na Reserva Florestal
Ducke (AM-10, Km 26) em individuos previamente marcados e identificados durante a
execu¢do do Projeto “Flora da Reserva Ducke”: galhos de G. convergens e G. humaitensis;

folhas de G. scabra; e folhas e galhos de G. silvatica.
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3.3.2. Obtencao dos 06leos essenciais

ApOs secagem a temperatura ambiente, as amostras (galhos de G. convergens e G.
humaitensis; folhas de G. scabra; e folhas e galhos de G. silvatica) foram rasuradas, pesadas
e submetidas a extragdo por hidrodestilagdo em sistema do tipo Clevenger (Figura 3), por um
periodo de 4 horas.

Ao término de cada extragdo, o volume de Oleo essencial obtido foi medido para
calculo do rendimento. Os 06leos essenciais foram armazenados em ampolas ambar (Figura 4),

vedadas e conservados em ambiente refrigerado.

O calculo dos rendimentos relaciona a quantidade do material utilizado na extracéo

com o volume de 6leo obtido:

Rendimento (%) =  volume de éleo obtido (mL) x 100

material antes da extragdo (g)

Figura 4. Ampolas com 06leos essenciais

Figura 3. Sistema de Clevenger
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Analise dos 6leos essenciais

A identificacdo das substancias foi conduzida em cromatdgrafo a gas acoplado a
espectrometro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), dotado de coluna capilar de silica
fundida OV - 5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.), operando
por impacto de elétrons (70 eV.). A andlise foi realizada no Instituto Agrondmico de

Campinas (IAC).

Condicoes de analise dos 6leos essenciais

Injetor: 240 °C

Detector: 230 °C

Gas de arraste: He

Vazdo: 1,0 mL/min

Dilui¢do: 1 pL 6leo essencial/1,0 mL de acetato de etila
Volume de Injecdo: 1 uL

Split: 1/20

Programa de Temperatura: 60°C-240°C, 3°C/minuto

A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparacao dos seus espectros
de massas com o0 banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.), literatura
(McLAFFERTY; STAUFFER,1989) e indice de retencdo (ADAMS, 1995). Os indices de
retencdo (IR) das substancias foram obtidos através da co-inje¢do da amostra com uma série
homologa de n-alcanos (CgHz - CasHsp, Sigma - Aldrich, 99%) no seguinte programa de
temperatura: 60°C-240°C, 3°C/min (ADAMS, 1995), aplicando-se a equac¢éo de Van den Dool

e Kratz (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963).



42

3.3.3. Obtencéo e fracionamento dos extratos de Guarea humaitensis

Os galhos e as folhas de G. humaitensis (Figura 5) foram triturados, pesados e
submetidos sucessivamente a maceragdo em hexano, diclorometano e metanol, em recipiente
tipo Mariote (Figura 6) a temperatura ambiente por sete dias em cada solvente. O produto da
extracdo foi concentrado em evaporador rotativo (Figura 7), resultando em seus respectivos

extratos (Esquema 1).

Figura 5. Galhos e folhas de Guarea humaitensis

Figura 6. Frasco Mariote Figura 7. Evaporador rotativo
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Galhos (1.1880 g)
e Folhas (347 g)
de 6. humaitensis

maceracao em Hexano*

Extrato Hexano Torta
G6HG-1 (4,32 g)

GHF-1 (7,41 g)

maceracdo em CH,Cl,*

Extrato CH.Cl, Torta
GHG-2 (7,84 g)

GHF-2 (7,74 g)

maceracdo em MeOH*

Extrato MeOH Torta
6HG-3 (15,65 g)

*Por sete dias GHF-3 (36,27 g)

Esquema 1. Obtencéo dos extratos brutos de Guarea humaitensis

Primeiramente, avaliou-se o0s extratos obtidos dos galhos por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). O extrato hexanico (GHG-1) mostrou-se semelhante ao
diclorometanico (GHG-2), por isso o extrato diclorometanico foi selecionado para o inicio dos
fracionamentos, por apresentar maior massa e menor quantidade de material graxo (Esquema

2).
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O extrato GHG-2 foi filtrado em coluna de silica gel, a qual foi eluida em hexano,

gradientes de hexano:diclorometano, diclorometano, gradientes de diclorometano: acetato de

etila, acetato de etila e metanol, fornecendo 27 fracdes que foram avaliadas por Cromatografia

em Camada Delgada.

H

GHG - 2
7849

Coluna em silica gel (35-70 mesh)
h=44 cm 6=2,8cm

H:D (9:1)

H:D (8:2)

H:D (7:3)

H:D (1:1)

D

D:A (95:5)

)6 D D0

D:A (9:1)

D:A (8:2)

D:A (7:3)

D:A (1:1)

D:A (3:7)

A

M

G GO ) B

Reunido das Fracbes de GHG-2

H=Hexano; D=Diclorometano; A=Acetato de Etila; M= Metanol

V1= 550 mL; V2=500 mL; V3 400 mL; V5= 200mL

Esquema 2. Coluna cromatografica do extrato GHG - 2

Fracdes Cddigo Massa (mg) Observacdes

1 GHG-21 314 NT (fragdo muito apolar)

2 GHG - 2.2 229 NT (fragdo muito apolar)
3-5 GHG -2.3 24 CC~*

6-8 GHG-2.6 90 cc*

9 GHG-2.9 160 NT (SP em GHG - 2.6 e GHG - 2.10)
10 GHG - 2.10 86 CC (esquemas 3-4)

11 GHG-2.11 335 CC (esquema 5)

12-13 GHG-2.12 150 CC (esquema 6)

14-17 GHG-214 1.118 NT (SP isoladas em GHG - 2.12)
18 GHG -2.18 1.435 CC (esquema 7)

19-27 GHG-2.19 1633 e

NT:N&o trabalhada  SP: Substancia predominante

* Silica gel (230-400 mesh) - resultado ndo satisfatério

CC: Cromatografia em coluna
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A fracdo GHG - 2.10, submetida a coluna de silica gel (35-70 mesh) utilizando-se
como eluentes hexano, hexano: acetato de etila (em ordem crescente de polaridade), acetato
de etila e metanol, forneceu 51 fracbes (Esquema 3), as quais foram avaliadas em CCD. A
fracdo GHG - 2.10.11 foi submetida a um novo fracionamento, fornecendo assim a substancia

GHG - 2.10.11.6 (1), como mostra o Esquema 4.

G6HG - 2.10
86 mg

CC- silica gel (35-70 mesh)

h=38cm 6=1,7cm
H H: A H:A H:A H:A H:A H:A H:A H:A
(98 2) (97 3) (96:4) (95:5) (93:7) (9:1) (8:2) (7:3) (1:2) (3:7)

(21 5 2 s e e v e [

H=Hexano; A=Acetato de Etila; M= Metanol
V1=100 mL; V2=50 mL

Esquema 3. Coluna cromatografica de GHG -2. 10

Reunido de Fracbes de GHG - 2. 10

Fracdes Cadigo Massa (mg) Observacdes

1-10 GHG-210.1 3 -

11 GHG - 2.10.11 19 CC (esquema 4)

12 GHG -2.10.12 16 NT (SP em GHG - 2.10.11)
13-17 GHG-2.10.13 20 -

18-24 GHG-2.10.18 5 e

25-34 GHG-2.10.25 31 CcC*

35-51 GHG-2.6.34 37 Descartado

NT:Nao trabalhada  SP: Substancia predominante  CC: Cromatografia em coluna
* Silica gel (230-400 mesh) - resultado ndo satisfatorio



6HG - 2.10.11
19 mg
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CC - silica gel (230-400 mesh)
h=9,5cm 6=1,5¢cm

H H:A
(QR:2\

H:A
(97:3)

H:A
(95:5)

COC e

!

Fr.6
Subst. 1

8 mg

H=Hexano; A=Acetato de Etila
V1=50 mL; V2=30 mL; V3= 10 mL

Esquema 4. Coluna cromatografica de GHG - 2.10.11

Reuni&o de Fragoes de GHG - 2.10.11

Fracdes Cadigo Massa (mg) Observacdes

1-4 GHG -2.10.11.1 1 Descartado

5 GHG -2.10.11.5 3 NT (SP em GHG - 2.10.11.6)
6 GHG -2.10.11.6 8 Substancia 1

7-8 GHG -2.10.11.7 2 NT (SP em GHG - 2.10.11.6)
9-14 GHG-210.119 15 Descartado

NT:N&o trabalhada  SP: Substancia predominante
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A fracdo GHG - 2.11 foi adicionada ao topo de uma coluna cromatogréafica
empacotada com silica gel eluida com diclorometano, gradiente de diclorometano e acetato de
etila, acetato de etila, gradiente de acetato de etila e metanol e finalizada com metanol
(Esquema 5). Coletaram-se 28 fragdes que apoOs analise em CCD foram reunidas. O

tratamento com metanol da fragdo GHG - 2.11.7 forneceu a substancia GHG - 2.11.7 (2).

GHG - 2.11
335 mg

CC - silica gel (35-70 mesh)
h=48cm 6=1,7cm

D D:A D:A D:A DA D:A D:A A AM M
(98:2) (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) (1:1) (1:1)

L)L (o] (oo ) Lo J [ L J o) o

D= Diclorometano; A=Acetato de Etila; M=Metanol
V1= 500 mL; V2= 300 mL; V3=200 mL;
V4= 100 mL; V5= 50 mL

Esquema 5. Coluna cromatogréafica de GHG - 2.11

Reunido de Fracbes de GHG - 2.11

Fracdes Cadigo Massa (mg) Observacdes
1-3 GHG-2.11.1 6 Descartado
4-6 GHG-2.114 95 CccC*
7-11 GHG-2.11.7 35 Tratamento cOM MeOH  —mp
12-13 GHG-2.11.12 19 Descartado
14-18 GHG-2.11.14 40 CC**
19 GHG -2.11.19 2 Descartado
20-21 GHG-2.11.20 7 e
22-25 GHG-211.22 20 cc*
26-27 GHG-2.11.26 18 e
28 GHG -2.11.26 7 e

NT: Né&o trabalhada SP: Substancia predominante

CC: Cromatografia em coluna
* Silica gel (230-400 mesh) - resultado ndo satisfatorio
**Sephadex LH-20 - resultado ndo satisfatorio
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A fracdo GHG - 2.12 foi aplicada no topo de uma coluna de silica gel que foi eluida
em com diclorometano, gradiente de diclorometano e acetato de etila, acetato de etila e
finalizada com metanol (Esquema 6). Deste fracionamento resultaram 107 fracfes que foram
reunidas apos analise em CCD.

O tratamento da fracdo GHG - 2. 12.9 com hexano e metanol possibilitou o isolamento

da substancia 2.

GHG - 2.12
150 mg

CC - silica gel (35-70 mesh)
h=33cm 6=1cm

D D:A D:A D:A A M
(9:1) (7:3) (1:1)

(o) (o) o) (o) (o] (o]

D= Diclorometano; A=Acetato de Etila; M=Metanol
V1= 1450 mL; V2=20 mL; V3=10mL

Esquema 6. Coluna cromatogréafica de GHG - 2.12

Reunido de Fracgdes de GHG - 2.12

Fracdes Cddigo Massa (mg) Observacdes

1-8 GHG -2.12.1 14 Descartado

9-14 GHG-2.12.9 27 Tratamento com Hex € MEOH  —p
15-25 GHG-2.12.15 T e

26-46 GHG-2.12.26 A

47-51  GHG -2.12.47 2 Descartado

52-101 GHG-2.12.52 10 Guardado

102 - 107 GHG - 2.12.102 17 Descartado
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A uma coluna empacotada com silica gel foi adicionada a fracdo GHG- 2.18. Esta
coluna foi eluida com diclorometano, gradiente de diclorometano e metanol e finalizada com
metanol puro, e as 22 fracbes coletadas foram analisadas por CCD. A fracdo GHG- 2.18.7
foi filtrada em celulose para extracdo de pigmentos e posteriormente fracionada em coluna
de silica gel, o que resultou no isolamento da substancia 3 (Esquema 7).

GHG - 2.18
1,435 g

CC - silica gel (70-230 mesh)
h=45cm 6= 3 cm

D D:M D:M D:M D:M D:M D:M M
(98:2) (97:3) (95:5) (9:1) (7:3) (1:1)
1 2" [ 3" } [ 4-15" } [ 16"’ } 17" 18-19" 20-22"°
7-8
GHG - 2.18.7
396 m

Filtragdo em celulose
h=20 cm =3 ecm

H H:D H:D D M
(7:3) (1:1)

1-3% [4-21“2] [22-23”} [24-26“3} 27-28"

Coluna em silica (230-400 mesh)
h=35cm 6=1cm
D:A (9:1) —isocréatico (340 mL)

Fr. 59-62 Tratamento com
GHG - 2.18.7.13 éter etilico

88
fracOes

H= Hexano; D= Diclorometano;

A=Acetato de Etila; M=Metanol

V1=700 mL; V2= 600 mL; V3= 250 mL; V4= 200
mL; V5= 175 mL; V6= 150; V7= 100 mL

Esquema 7. Coluna cromatogréafica de GHG - 2. 18



Reunido de Fracbes de GHG - 2.18
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Fracdes Cadigo Massa (mg) Observacdes

1-5 GHG-2.18.1 4 Descartado

6 GHG -2.18.6 107 NT (SP em GHG - 2.18.7)
7-8 GHG - 2.18.7 396 CC (esquema 7)
9-11 GHG-218.11 463 NT (SP em GHG - 2.18.7)
12-15 GHG-2.18.14 20 -

16-17 GHG-2.18.16 85 Filtracdo em celulose*
18-22 GHG-2.18.18 82 -

NT: Nao trabalhada
* Resultado néo satisfatério

SP: Substancia predominante

O extrato metandlico dos galhos (GHG -3) foi filtrado em coluna de silica gel

utilizando diclorometano, gradientes de diclorometano e acetato de etila, acetato de etila,

gradiente de acetato de etila e metanol e metanol 100%. Essa filtracdo gerou 42 fracbes que

foram analisadas por CCD e reunidas (Esquema 8).

D

GHG - 3
15,65 g
CC - sflica gel (70-230 mesh)
h=30cm 6=4,5cm
D:A D:A D:A
(95:5) (9:1) (8:2)

D:A
(7:3)

()

.
2@23“2] [24-25“4 ] [ 26-27"4] [28-29"4 ]
\\

D:A
(2:1)

D:A

(3:7)

A

A:M
(7:3)

A:M
(1:1)

M

[ 30-31”“] [ 32-33”4] [ 34-35““] [ 36-38% } [ 39-40“4] [ 41-42“3]

D= Diclorometano; A=Acetato de Etila; M=Metanol
V1= 1800 mL; V2= 400 mL; V3= 300 mL; V4= 200 mL

Esquema 8. Coluna cromatogréafica do extrato GHG - 3
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Reunido de Fracdes de GHG - 3

Fracbes Codigo Massa (mg) Observacdes

1-3 GHG-3.1 198 NT (fracdo muito apolar)
4 GHG -34 89 NT (SP em GHG - 3.5)
5-6 GHG-35 67 cc*

7-10 GHG-3.7 % e

11-20 GHG -3.11 465 Tratamento com HexX € MEOH  mp %
21-25 GHG-3.21 112 CC (esquema 9)
26-28 GHG - 3.26 144 e

29-30 GHG-3.29 132 Filtracdo em celulose*
31-42 GHG-3.14 1118 -
NT: Néo trabalhada SP: Substancia predominante  CC: Cromatografia em coluna
* Silica gel (230-400 mesh) - resultado ndo satisfatorio **Resultado néo satisfatorio

A fragdo GHG - 3.21 foi submetida a um novo fracionamento e forneceu a substancia

4, como mostra 0 esquema 9.

6HG - 3.21
112 mg

Filtracdo em Celulose
h=255cm 6=2cm

H H:A H:A H:A A M
(9:1) (7:3) (1:2)
[ 1-4% ][ 5-8% ] 9-10" [ 11-12*2 ][ 14-15" ][ 16-17" ]
l CC - Sephadex LH-20

h=35cm, 6=2,8 cm
D:M (95:5); M
20 fracdes

CC - silica gel (230-400 mesh)|
h=25cm, 6=1,6 cm

H=Hexano; A=Acetato de Etila; M=Metanol Fr 5.7
= V2= - V3= Subst. 4 r.o-
V1= 300 mL;V2= 200 mL; V3= 100 mL 4mg «———| GHG-3217115

Esquema 9. Coluna cromatogréafica de GHG - 3.21
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Na analise por CCD dos extratos obtidos das folhas de Guarea humaitensis observou-
se que o extrato hexanico (GHF-1) apresentava substancias também presentes no extrato
diclorometanico (GHF-2). No entanto, o extrato hexanico (GHF-1) apresentava menor
pigmentacdo e por isso foi fracionado primeiramente (Esquema 10). Esse fracionamento

forneceu o isolamento da substancia 5.

GHF - 1
7419

CC- Silica gel (70-230mesh)
h=51 cm 6=3cm

H H:A H:A H:A H:A
(98:2) (95:5) (9:1) (8:2)
[ 1_3v2 ] 4v4 ] 5_7\/1 ] [ 8_9V7 ] [ 10_15\,4 ]
H:A H:A H:A A Ac M
(7:3) (1:1) (7:3)

(=) =) () 5 ) ()

H=Hexano; A=Acetato de Etila; Ac=Acetona; M=Metanol
V1= 600 mL;V2= 550 mL; V3= 500 mL;V4= 200 mL;
V5= 150 mL; V6= 100 mL; V7=10 mL

Esquema 10. Coluna cromatografica do extrato GHF-1
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Reunido de Fracdes de GHF - 1

Fracbes Cadigo Massa (mg) Observacdes

1-2 GHF -11 446 NT (fragdo muito apolar)
3-9 GHF - 1.3 941 NT (SP = carotendides)
10 GHF -1.10 424 e

11 GHF -1.11 395 Filtragdo em celulose*, CC**
12 GHF -1.12 51172 -

13-16 GHF-1.13 100 -

17-18 GHF-1.17 370 Tratamento com Hex e MeOH
19-22 GHF-1.19 1.220 NT (SP em GHF - 1.17)
23 GHF - 1.23 254 e

24-25 GHF-1.24 414 CC***, CC**
26-29 GHF-1.26 23 -

NT: Né&o trabalhada

* Resultado ndo satisfatorio
***Sephadex LH-20 - resultado ndo satisfatério

SP: Substancia predominante  CC: Cromatografia em coluna

** Silica gel (230-400 mesh) - resultado ndo satisfatorio
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3.4. Ensaio larvicida frente ao Aedes aegypti

Os ovos de A. aegypti foram incubados em agua potavel por um periodo de 3 a 4 dias
em temperatura ambiente até alcancar o 3° estadio larval, sendo utilizado como alimento um
composto de farinha de peixe, p6 de figado bovino e soja (Figuras 8 e 9). Todo o processo de
desenvolvimento das larvas foi realizado na Coordenacao de Pesquisas em Ciéncias da Saude

do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (CPCS-INPA).

Figura 8. Incubacdo dos ovos de Figura 9. Larvas de Aedes
Aedes aegypti aegypti no 3° estadio

Os 6bleos essenciais foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSQ) na concentragdo
de 10 mg.mL™ (solucéo estoque). O ensaio foi realizado em copos descartaveis com larvas de
3° estadio (10 larvas / copo), onde adicionou-se aliquotas da solugéo estoque, 4gua potavel até
o volume final de 5,0 mL e alimento para as larvas (farinha de peixe, po de figado bovino e
soja). Os testes foram realizados em triplicata e paralelamente foi conduzido o teste em

branco (DMSO e 4gua, 100 pg.mL™), como ilustrado na figura 10.
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Figura 10. Ensaio larvicida dos 6leos
essenciais contra Aedes aegypti

A mortalidade foi avaliada ap6s 24 e 48h de exposicdo e indicada pela auséncia de
movimentos das larvas. Os dados de mortaliadade foram convertidos em valores de Probit e
plotados contra o log das concentracdes. Apds analise de regressdo linear, os valores da CLsg
e seus respectivos intervalos de confianca foram obtidos por interpolacdo grafica.

As substancias isoladas de G. humaitensis ndo foram avaliadas no teste larvicida por

apresentarem pouca massa ou por serem insoltveis em DMSO.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Oleos essenciais

Os maiores rendimentos foram obtidos para os 6leos essenciais de folhas de G.
silvatica e galhos de G. humaitensis (Tabela 4). O quadro 7 mostra as estruturas dos
sesquiterpenos identificados por CG/EM dos 6leos essenciais.

Nos galhos de G. convergens foi identificada 82,04% da composi¢do do Oleo,
totalizando 16 sesquiterpenos (3 oxigenados), sendo os mais abundantes os ndo oxigenados o-
santaleno (26,26%), a-copaeno (14,61%), drima-7,9(11)-dieno (6,85%) e [P-santaleno
(6,32%) (Figura 11 e Tabela 6). No 6leo dos galhos de G. humaitensis identificaram-se
82,14% dos constituintes, sendo estes 13 sesquiterpenos (3 oxigenados). Os mais abundantes
foram o epoxido de cariofileno (40,91%), epoxido de humuleno II (14,43%) e B-bisaboleno
(8,36%) ( Figura 12 e Tabela 7).

Na espécie G. scabra foram identificados 80,66% dos constituintes do 6leo das folhas,
compreendendo 17 sesquiterpenos (3 oxigenados), predominando cis-cariofileno (33,37%),
a-trans-bergamotemo (11,88%) B-bourboneno (5,42%) e y-muuroleno (5,00%) (Figura 13 e
Tabela 8).

No 6leo das folhas de G. silvatica identificaram-se 8 sesquiterpenos e 1 diterpeno,
correspondendo a 69,96 % dos componentes analisados. Entre os sesquiterpenos, apenas 3
sdo oxigenados. No Oleo essencial nos galhos deste espécimen identificou-se 55,47% da
composicao, sendo 18 sesquiterpenos (6 oxigenados). Os componentes majoritarios foram os
sesquiterpenos oxigenados, epoxido de cariofileno (36,54% em folhas; 8,57% em galhos),
espatulenol (14,34% em galhos e 4,17% em folhas), e 0 ndo oxigenado B-elemeno (6,20% em
folhas), além do diterpeno kaureno em folhas (15,61%) (Figuras 14 e 15 e Tabelas 9 e 10).

A tabela 5 mostra um resumo do nimero de constituintes volateis dos 6leos essenciais

analisados bem como a quantificacdo dos sesquitepenos oxigenados e ndo oxigenados.
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Tabela 4. Rendimento (%) dos 6leos essenciais de G. convergens, G. humaitensis,

G. scabra e G. silvatica

Rendimento (%)

Espécies
Galhos Folhas
G. convergens 0,05
G. humaitensis 0,29
G. scabra 0,20
G. silvatica 0,05 1,26

Tabela 5. Namero de constituintes identificados nos 6leos de G. convergens, G. humaitensis,

G. scabra e G. silvatica

Sesquiterpeno Diterpeno
0]
Espécies N° de

constituintes NO O NO
G. humaitensis - G 13 10 3
G. convergens - G 16 13 3
G. scabra - F 17 14 3
G. silvatica - F 9 5 3 1
G. silvatica - G 18 12 6

O: Oxigenado; NO: Néo oxigenado; F: Folhas; G: Galhos



Tabela 6. Composi¢do quimica do 6leo essencial dos galhos de G. convergens

Pico  Substancia [96] IK* IK**
1 a-copaeno 14,61 1375 1376
2 B-elemeno 1,95 1390 1391
4 a-santaleno 26,26 1419 1420
5 a-trans-bergamotemo 2,32 1435 1436
6 [-santaleno 6,32 1458 1462
7 drima-7,9(11)-dieno 6,85 1467 1469
9 ar-curcumeno 2,02 1479 1483
11 B-selineno 1,88 1485 1485
12 a-selineno 2,02 1492 1494
13 a-muuroleno 1,72 1498 1499
14 [B-bisaboleno 5,18 1507 1509
16 cis-calameneno 2,61 1519 1521
17 espatulenol 3,99 1572 1576
18 epoxido de cariofileno 1,27 1579 1581
20 1-epi-cubenol 1,77 1624 1627
23 cadaleno 1,27 1668 1674

(*) Indice de retengo experimental
(**) indice de retencgéo literatura (ADAMS, 1995)
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Figura 11. Cromatograma do 6leo essencial dos galhos de G. convergens




Tabela 7. Composicao quimica do 6leo essencial dos galhos de G. humaitensis

Pico Substancia [96] IK*  JK**
1 d-elemeno 1,01 1335 1339
2 a-copaeno 1,84 1373 1376
3 B-elemeno 2,27 1389 1391
4 a-trans-bergamoteno 1,07 1433 1436
5 B -santaleno 0,98 1457 1462
6 y-muuroleno 3,71 1473 1477
7 ar-curcumeno 2,05 1478 1483
9 B-bisaboleno 8,36 1505 1509
10 y-cadineno 1,97 1509 1513
12 epoxido de cariofileno 40,91 1577 1580
14 epoxido humuleno 11 14,43 1602 1606
15 1-epi-cubenol 2,60 1622 1627
21 cadaleno 0,94 1667 1674

(*) Indice de retengéo experimental
(**) indice de retencéo literatura (ADAMS, 1995)
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Figura 12. Cromatograma do 6leo essencial dos galhos de G. humaitensis
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Tabela 8. Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de G. scabra

Pico Substéncia [%6] IK* IK**
1 d-elemeno 2,60 1336 1339
2 a-ylangeno 0,71 1370 1372
3 a-copaeno 2,44 1375 1376
4 B-bourboneno 5,42 1383 1384
5 B-elemeno 0,88 1390 1391
6 cis-cariofileno 33,37 1405 1404
7 a-Cis-bergamotemo 1,28 1414 1415
9 B-gurjuneno 2,08 1427 1432
10 a-trans-bergamotemo 11,88 1435 1436
11 a-humuleno 1,02 1450 1454
12 y-muuroleno 5,00 1474 1477
14 ar-curcumeno 2,67 1479 1483
16 a-muuroleno 2,36 1497 1499
17 y-cadineno 3,48 1510 1513
18 trans-nerolidol 1,63 1560 1564
19 epoxido de cariofileno 0,54 1577 1581
21 epi- a-cadinol 3,30 1637 1640

(*) Indice de retencéo experimental
(**) indice de retencdo literatura (ADAMS, 1995)
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Figura 13. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de G. scabra
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Tabela 9. Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de G. silvatica

Pico Substancia [%6] IK* IK**
3 a-copaeno 2,81 1377 1376
4 -bourboneno 0,40 1385 1384
5 B-elemeno 6,20 1392 1391
7 y-muuroleno 1,05 1476 1477
8 B-selineno 1,06 1485 1485
14 espatulenol 4,17 1576 1576
15 epoxido de cariofileno 36,54 1581 1581
17 epdxido humuleno 11 2,12 1605 1606
32 kaureno 15,61 2034 2034

(*) Indice de retencio experimental
(**) indice de retenco literatura (ADAMS, 1995)
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Figura 14. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de G. silvatica




Tabela 10. Composicdo quimica do 6leo essencial dos galhos de G. silvatica

Pico Substancia [%%6] IK* IK**
1  a-trans-bergamotemo 0,73 1436 1436
2 y-muuroleno 2,91 1475 1477
3 P-selineno 0,69 1484 1485
4  cis-cadina-1,4-dieno 0,86 1493 1495
5  a-muuroleno 1,65 1499 1499
6  B-bisaboleno 2,90 1508 1509
7  y-cadineno 2,15 1512 1513
8  6-metil-ionona 0,87 1517 1521
9  cis-calameneno 1,10 1520 1521
10  (E)-iso- y-bisaboleno 2,31 1525 1529
13 espatulenol 14,34 1574 1576
14  epdxido de cariofileno 8,57 1579 1580
18  epdxido humuleno Il 2,39 1605 1606
19  1-epi-cubenol 1,90 1625 1627
20  epi- a-cadinol 3,27 1639 1640
22 B-eudesmol 4,65 1646 1649
25 cadaleno 2,85 1670 1674
26  mustakone 1,33 1672 1677

(*) Indice de retencdo experimental
(**) Indice de reteng&o literatura (ADAMS, 1995)
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Figura 15. Cromatograma do 6leo essencial dos galhos de G. silvatica
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Quadro 7. Principais sesquiterpenos identificados nos éleos de G. convergens, G.
humaitensis, G. scabra e G. silvatica com tipo de esqueleto e parte da planta

Elemano
3-elemeno p-elemeno
G. scabra - F G. scabra - F
G. humaitensis - G G. humaitensis - G
G. convergens - G
G. silvatica - F
Germacrano
p-selineno a-selineno
G. convergens - G G. convergens - G
G. silvatica - F
Copaano
ao-ylangeno a-copaeno
H H
G. scabra - F
G. humaitensis - G
G. convergens - G
W\ H G. silvatica - F
H
G. scabra - F
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Sesquipinano e Sesquicanfano

a~-santaleno

~

G. convergens - G

a-cis-bergamoteno

G. scabra - F

-,
‘
\“ ’
A\ \
",! \/\(

B-santaleno

B “\\\\/j/

x

G. humaitensis - G

G. convergens - G

a~-trans-bergamotemo

G. scabra - F
G. humaitensis - G

G. convergens - G

cis-cariofileno

Cariofilano

7

H

G. scabra - F

epoxido de cariofileno

@)

G. scabra - F
G. humaitensis - G

G. convergens - G

G. silvatica - F, G

Humulano

a-humuleno
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G. scabra - F

epoxido de humuleno II

o)

74

G. humaitensis - G
G. silvatica - F




Farnesano e Biciclofarnesano

trans-nerolidol drima-7,9(11)-dieno
- P ||
HO
G. scabra - F G. convergens - G
Cadinano
y-muuroleno a-muuroleno y-cadineno

ool T

|

T
I

T

n
T

G. scabra - F G. scabra - F G. scabra - F
G. humaitensis - G G. convergens - G G. humaitensis - G

G. silvatica - F

1-epi-cubenol epi-a~cadinol cis-calameneno cadaleno

H OH OH H

u

G. humaitensis - G

G. humaitensis - G

G. convergens - G G. scabra - F G. convergens - G G. convergens - G
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Bisabolano
ar-curcumeno B-bisaboleno
G. scabra - F G. humaitensis - G
G. humaitensis - G G. convergens - G
G. convergens - G
Outros
B-bourboneno B-gurjuneno espatulenol

o T

T

/

G. scabra- F

G. scabra - F

G. silvatica - F

G. convergens - G

G. silvatica - F, G
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4.2. Identificagéo das substancias isoladas dos extratos de Guarea humaitensis

Substancia 1

Obtencdo: Esquema 4 (GHG - 2.10.11.6)

Aspecto: 6leo incolor

Avaliagdo em CCD: luz UV (254 e 365 nm) - apresenta fluorescéncia
vanilina sulfurica - coloracdo roxa
Rf= 0,55 [Hex: AcOEt (98:2)]

Os sinais dos espectros de RMN *H e de **C (Figuras 16 e 17) de 1 foram compativeis
com a presenca de uma mistura de trés sesquiterpenos: epédxido de cariofileno (1a), epdxido
de humuleno 11 (1b) e outro sesquiterpeno nédo identificado.

Para 0 ep6xido de cariofileno (1a) foram observados no espectro de RMN *H sinais
em & 4,97 (sl) e 4,86 (sl) atribuidos aos hidrogénios do metileno (H-14); & 2,88 (dd; 10,4 e 4,4
Hz) de hidrogénio metinico (H-1) compativel para o grupo epdxido. Os sinais das metilas
foram observados em & 1,20 (Me-15), 1,00 (Me-12), 0,98 (Me-13). O espectro mostra
também um sinal em 6 2,34 (ddd; 12,8; 8,4 e 4,4 Hz) referente a H-3a ¢ um multipleto em 6
1,77 H-3b. Regides congestionadas, de dificil interpretacdo da multiplicidade, aparecem entre
81,27 € 1,38 para H-2 e H-9b; & 2,05 - 2,14 atribuidos a H-9a, H-5 e H-6a; e em & 1,66 -1,65
referentes a H-7 e H6b. O epoxido de humuleno 1l (1b) foi detectado na mistura devido os
sinais com menor intensidade de hidrogénios olefinicos em & 4,97 (H-5), 8 5,13 (H-7) e 5,27
(H-8).

Os deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de **C (Tabela 11) foram
compativeis para mistura, conforme mostra a literatura (MOREIRA et al.,, 2007;

ECONOMIDES; ADAM, 1998).



Epdxido de Cariofileno

(1b)

Epdéxido de Humuleno 11

Tabela 11. RMN de *C dos sesquiterpenos 1a e 1b

Posicao RMN ®C RMN C

(1a) (1b)
1 63,8 61,9
2 30,2 37,2
3 29,8 26,9
4 151,7 132,5
5 48,8 125,7
6 39,8 42,9
7 50,8 143,1
8 27,2 1221
9 39,2 40,3
10 59,9 62,6
11 34,0 36,7
12 21,6 30,4
13 29,9 24,8
14 112,8 14,1
15 17,2 17,0
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Substancia 2

Obtencéo: Esquemas 5, 6 € 8 (GHG - 2.11.7; GHG - 2. 12.9; GHG - 3.11)
Aspecto: solido branco cristalino
Avaliacdo em CCD: luz UV (254 e 365 nm) - sem fluorescéncia

vanilina sulfurica - coloracdo roxa

Rf = 0,47 [CH,Cl,: AcOEt (9:1)]

A avaliacdo em CCD e o aspecto solido de 2, foram indicativos da presenca de f3-
sistosterol, no entanto para verificacdo da presenca do estigmasterol, submeteu-se a amostra a
analise por RMN de 'H, cujo espectro (Figura 18) mostrou um dubleto largo em & 5,35 (J =
5,2 Hz), atribuido ao hidrogénio olefinico H-6 ¢ um multipleto em & 3,53 referente ao
hidrogénio ligado ao carbono carbinolico (H-3). A presenca do estigmasterol foi confirmada
pela presenc¢a de dois duplos dubletos em 6 5,15 (J=15,2 ¢ 8,4 Hz) eem 6 5,02 (J=15,2e 8,4
Hz) atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-23 e H-22, respectivamente. Assim, a mistura foi
identificada como p-sistosterol (2a) e estigmasterol (2b), cujos valores das integrais

apresentadas no espectro de RMN de *H sugeriram a presenca de 2b em torno de 40%.

(22) (2b)

B-Sitosterol Estigmasterol
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Substéancia 3

Isolamento: Esquema 7 (GHG - 2.18.7.13.59)

Aspecto: solido branco (tipo agulha)

Avaliacdo em CCD: luz UV (254 e 365 nm) - apresenta fluorescéncia
vanilina sulfurica - coloracdo roxa
Rf = 0,51 [CH.Cl,: AcOEt (7:3)]

No espectro de RMN de *H (Tabela 12 e Figuras 19 - 20) de 3 a presenca de cinco
singletos referentes a metilas (6 1,46; 1,31; 1,25; 0,99 ¢ 0,79) e sinais caracteristicos de anel
furano (6 7,45; 7,44 ¢ 6,37) foram indicativos da presenca de limonoide. Foram observados 3
hidrogénios oximetinicos - o sinal em & 5,42 como singleto foi atribuido ao H-17, e 0s sinais
em 6 4,84 (dubleto) ao H-3 e 6 4,37 (singleto largo) ao H-6. Os deslocamentos quimicos
verificados nos espectros de RMN de H e 3C sdo semelhantes aos apresentados para
Grandifolideo A (Modelo I; ZHANG et al., 2008). No entanto, os acoplamentos verificados
no espectro de COSY (Figura 22) entre os sinais em 6 2,75 com os sinais em 6 4,84 (H-3) e
1,70 (H-30b) indicam a presenca de hidrogénio na posicdo 2, diferente de Grandifolideo A
(Modelo 1) que nédo apresenta hidrogénio nesta posicao.

No espectro de RMN de **C (Tabela 12 e Figura 21) os deslocamentos de carbono
hemiacetalico em 6 108,5 (C-1) e de outros carbonos oxigenados em 79,8 (C-8), 78,2 (C-3) e
63,7 (C-9) sugeriram o sistema triciclodecano do limondide. O modelo | apresenta uma
oxigenacdo adicional no C-2 (6 79,5) desse sistema, tipico de mexicanolideo. Os sinais
atribuidos aos carbonos do anel furano C-23 (6 143,1), C-22 (6 109,8), C-21 (6 140,6) e C-20
(6 121,5) foram confirmados através dos mapas de contorno HSQC (Tabela 13 e Figura 23).

O mapa de contorno HMBC (Tabela 13 e Figura 24-25) mostra correlacfes
importantes para o sistema triciclodecano andlogo ao do mexicanolideo, tais como a
correlacdo do sinal em & 1,70 (H- 30b) a duas ligacdes (2J) com C-8 (5 79.8) e a trés ligacdes

(J) com C-9 (8 63,7), e do sinal em & 2,20 (H- 30a) a duas ligagdes (2J) com C-2 (5 44.8)
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e atrés ligades (*J) com C-3 (5 78,2 ). A metila 19 (5 1,31) correlacionou com & 45,1 (C-10)
a duas ligaces (2J) e com & 45,6 (C-5), 63,7 (C-9) e 108,5 (C-1) a trés ligacdes (3J).

A ocorréncia de limondides com esqueleto do tipo mexicanolideo tem sido relatada na

familia Meliaceae, sendo este o primeiro registro de isolamento de 2-desoxigrandifolideo A

(3).

3)

2-desoxigrandifolideo A Modelo |

Correlac6es de H-30 e Me-19 no HMBC



Tabela 12. Dados de RMN *H e C da substancia 3 e comparacéo com a literatura

N° SUBSTANCIA 3 MODELO I*
RMN 'H* RMN BC** RMN *H* RMN BC**
1 108,5 108,3
2 2,75 (m) 44,8 79,5
3 4,84 (d; 8,8 Hz) 78,2 4,74 (5) 83,7
4 38,3 38,1
5 2,76° 45,6 2,38 (d; 4,0 Hz) 49,1
6 4,37 (sl) 72,3 4,38 (sl) 71,0
7 177,2 175,6
8 79,8 78,2
9 1,60 63,7 1,61° 62,9
10 45,1 441
11 1,81°(H-11a) 20,0 1,88 (m); 1,59 20,4
1,74° (H-1b)
12 1,81° 35,9 1,82 (dI; 14,9 Hz); 35,4
1,33 1,33 (m)
13 354 35,2
14 2,15 (tl, H-12a) 45,3 44,7
15 2,83 (dI, H-12b) 28,1 2,86¢ 27,6
16 171,8 170,4
17 5,42 (5) 78,7 5,32 (s) 78,1
18 0,99 (s) 22,2 0,98 (s) 22,5
19 1,31 (s) 21,7 1,39 (s) 22,3
20 121,5 121,2
21 7,45(m) 140,6 7,49 (sl) 140,7
22 6,37 (M) 109,8 6,40 (d; 1,2 Hz) 109,9
23 7,44 (m) 143,1 7,43 (t; 1,7 Hz) 143,0
28 0,79 () 238 0,95 (s) 24,8
29 1,46 (s) 25,1 1,30 (s) 23,9
30 2,20" (H-30a) 29,0 2,53 (d; 14,3 Hz) 39,7
1,70' (H-30b) 1,57

OMe 3,88 (s) 52,3 3,81 (s) 52,6

COMe 171,5 171,9

COMe 2,06 (s) 21,1 2,15 (s) 21,0

#ZHANG et al., 2008; *400 MHz, CDCls; **100 MHz, CDCl3; *' mutiplicidade nao definida



Tabela 13. Dados de HSQC e HMBC (400/100 MHz, CDCls) da substéncia 03

o (ppm) 3 2J %
44,8 (C-2) 45,6 (C-5)
38,3 (C-4) 25,1 (Me-29)
4,84 (H-3) 78,2 29,0 (C-30)
171,5 (COMe)
38,3 (C-4) 78,2 (C-3)
72,3 (C-6) 63,7 (C-9)
2,76 (H-5) 45,6 45,1 (C-10) 25,1 (Me-29)
21,7 (Me-19)
177,2 (C-7)
45,6 (C-5) 38,3 (C-4)
4,37 (H-6) 72,3 177,2 (C-7)
2,15 (H-14) 45,3 79,8 (C-8) 171,8 (C-16)
35,4 (C-13)
45,3 (C-14) 79,8 (C-8)
2,83 (H-15) 28,1 171,8 (C-16) 35,4 (C-13)
35,4 (C-13) 45,3 (C-14)
5,42 (H-17) 78,7 121,5 (C-20) 140,6 (C-21)
109,8 (C-22)
0,99 (Me-18) 232 35,4 (C-13) 45,3 (C-14)
78,7 (C-17)
45,1 (C-10) 45,6 (C-5)
1,31 (Me-19) 21,7 63,7 (C-9)
108,5 (C-1)
7,45 (H-21) 140,6 121,5 (C-20) 109,8 (C-22)
121,5 (C-20) 140,6 (C-21)
6,37 (H-22) 109,8
143,1 (C-23)
7,44 (H-23) 143,1 109,8 (C-22) 121,5 (C-20)
78,2 (C-3)
0,79 (Me-28) 23,8 38,3 (C-4) 45,6 (C-5)
25,1 (Me-29)
78,2 (C-3)
1,46 (Me-29) 25,1 38,3 (C-4) 45,6 (C-5)
23,8 (Me-28)
2,20 (H-30a) 29,0 44,8 (C-2) 78,2 (C-3)
1,70 (H-30b) 29,0 (C-30) 79,8 (C -8) 63,7 (C-9)
3,88 (COOMe) 52,3 177,2 (C-7)
2,06 (COMe) 21,1 171,5 (-COMe)

Obs. H-2, H-9, H-11 e H-12 correlagBes em regides de sobreposicao
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Figura 20. Expanséo da regido 6 3,0 a 0,7 do espectro de RMN 'H da substancia 3
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Figura 25. Expansao da regido 6 3,0 a 0,6 do espectro de HMBC da substancia 3
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Substancia 4.

Isolamento: Esquema 9 (GHG - 3.21.7.11.5)

Aspecto: solido amarelo (tipo agulha)

Avaliacdo em CCD: luz UV (254 e 365 nm) - apresenta fluorescéncia
vanilina sulfurica - ndo revela
Rf= 0,34 [CH,CI;,: AcOEt (95:5)]

O espectro de RMN de 'H (Figura 26) da substancia 4 mostrou sinais caracteristicos
de esqueleto cumarinico devido a presenca de dois dubletos em & 7,60 e 6,27 (J = 9,5 Hz)
caracteristicos da insaturagdo a,B-lactona (H-3 e H-4). Os sinais dos hidrogénios aromaticos
foram verificados em & 6,92 e 6,85 como singletos sugerindo substitui¢ao nas posicdes 6 e 7.
Esse espectro apresentou também um sinal em 6 3,96 referente a um grupo metoxila.

No espectro de RMN **C (Figura 27), os sinais dos carbonos hidrogenados foram
verificados em 6 143,7 (C-4), 113,5 (C-3), 6 107,5 (C-5) e 103,2 (C-8). Esses dados séo
compativeis para a cumarina escopoletina (Tabela 14). Esta cumarina foi isolada

anteriormente em Guarea rhophalocarpa (CAMACHO et al., 2001).

Tabela 14. Dados de RMN de *H da substancia 4
e comparacgdo com a literatura

SUBSTANCIA4 LITERATURA’
NO

T % T
CR ] = T R Meo , X
4 7,60 (d; J=9,5Hz) 7,60 (d)

5 6,85 (5) 6,85 (5)
8 6,92 (s) 6,92 (s) @

OMe 3,96 (s) 3,95 (s)

OH 6,13 (s) 6,09 (s) Escopoletina

*RAHMAN et al., 2007; *400 MHz, CDCl,
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Substéancia 5

Isolamento: Esquema 10 (GHF- 1.17)

Aspecto: solido branco cristalino (tipo agulha)

Avaliagédo em CCD: luz UV (254 e 365 nm) - sem fluorescéncia
vanilina sulfurica - coloracéo roxa
Rf= 0,47 [Hex: AcOEt (8:2)]

O espectro de RMN de *H (Figuras 28 e 29) da substancia 5 apresenta sete sinais de
hidrogénios metilicos na regido de 6 1,32 a 0,81 ¢ dois dubletos em & 0,56 (J = 4,0 Hz, 1H) e
0,33 (J = 4,0 Hz, 1H) que indicam a presenca de uma ponte metilénica formando um anel
ciclopropanico, cujo acoplamento é confirmado pelo espectro de COSY (Figura 32). Estes
dados aliados aos sinais 6 3,28 (dd; J =12,2 ¢ 4,4 Hz, 1H) e em 6 78,9 no espectro de RMN
3C (Figuras 30 e 31) sugerem a estrutura de um triterpeno do tipo cicloartan-34-ol. A posic&o
do grupo hidroxila foi confirmada pela correlagdo no mapa de contorno HMBC (Figuras 35 e
36) de & 3,28 (H-3) com os sinais 40,5 (C-4), 30,4 (C-2), 25,5 (Me-30) e 14,0 (Me-29).

Os hidrogénios olefinicos da cadeia lateral foram observados como multipleto
integrando para 2 hidrogénios (8 5,60) os quais correlacionaram no espectro de HSQC
(Figuras 33 e 34) com os carbonos em 6 139.4 e 125,7. No mapa de contorno estes dois
hidrogénios olefinicos correlacionaram com os carbonos em & 139,4 (C-24), 125,7 (C-23),
70,8 (C-25) e 39,1 (C-22). Qutras correlacbes importantes da cadeia lateral foram dos
hidrogénios das metilas 26 € 27 (6 1,31) com os carbonos em 6 139,4 (C-24) e 70,8 (C-25).

Com base nos dados obtidos pela analise dos espectros RMN de *H e *C além dos
experimentos COSY, HSQC e HMBC e pela compara¢do com dados da literatura (ABDEL-

MONEM et al., 2008), concluiu-se que a substancia 5 se trata do triterpeno cicloart-23-en-



93

3pB,25-diol, ja reportado nas espécies Guarea macrophylla (LAGO; ROQUE, 2002) e Guarea

trichilioides (FURLAN et al., 1993).

()
Cicloart-23-en-38, 25-diol



Tabela 15. Dados de RMN *H e *C da substancia 5 e comparacéo com a literatura

o SUBSTANCIA5 LITERATURA?
RMN 'H* RMN BC** RMN 'H* RMN BC**
1 1,56% (H-1a) 32,0 32.1
1,25° (H-1b)
2 1,75° (H-2a) 30,4 30.5
1,57 (H-2b)
3 3,28 (dd; 11,2 e 4,4 Hz) 78,9 3,24 (dd; 112e4,4Hz)  79.0
4 40,5 40.7
5 1,29° 47,2 47.3
6 1,59 21,1 21.3
7 1,05° 26,0 28.2
8 1,52" 47,9 48.1
9 20,1 20.2
10 26,2 26.3
11 1,98' 26,5 26.2
12 1,61 32,9 33.0
13 45,4 45.5
14 48,9 49.0
15 1,30' 35,6 35.8
16 1,90% 1,31™ 28,1 26.3
17 1,58" 52,1 52.2
Me-18 0,97 (5) 18,1 0,94 (5) 18.3
19 0,56 (d; 4,0 Hz) 29,8 0,53 (d; 4,0 Hz) 30,3
0,33 (d; 4,0 Hz) 0,31 (d; 4,0 Hz)
20 1,49° 36,4 36.6
Me-21 0,86 (d; 6,4 Hz) 18,3 0,83 (s) 18.5
22 2,18 (m); 1,74 (m) 39,1 39.2
23 5,60 (m) 125,7 5,57 (M) 125.8
24 5,60 (m) 139,4 5,57 (m) 139.5
25 70,8 70.9
Me-26 1,32 (s) 30,0 1,29 (s) 29.9
Me-27 1,32 (s) 29,9 1,29 (s) 30.1
Me-28 0,89 (5) 19,3 0,86 (5) 19.5
Me-29 0,81 (5) 14,0 0,78 (5) 14.2
Me-30 0,97 (5) 25,5 0,94 (5) 25.6

* ABDEL-MONEM et al., 2008; *400 MHz, CDClg; **100 MHz, CDClg; *° mutiplicidade néo definida



Tabela 16. Dados de HSQC e HMBC (400/100 MHz, CDCI;) da substancia 5

o (ppm) 1 2J 3
30,4 (C-2) 78,9 (C-3)
1,25 (H-1b) 32,0 26,2 (C-10) 47,2 (C-5)
1,75 (H-2a) 304 32,0 (C-1) 40,5 (C-4)
1,57 (H-2b) ' 78,9 (C-3) 26,2 (C-10)
30,4 (C-2) 14,0 (Me-29)
3,28 (H-3) 78,9 40,5 (C-4) 30,0 (Me-30)
40,5 (C-4) 26,0 (C-7)
1,29 (H-5) 47,2 21,1 (C-6) 14,0 (Me-29)
47,2 (C-5) ND
1,59 (H-6) 21,1 26,0 (C-7)
21,1 (C-6) 20,1 (C-9)
1,05 (H-7) 26,0 47.9 (C-8)
26,0 (C-7) 21,1 (C-6)
1,52 (H-8) 479 20,1 (C-9) 35,6 (C-15)
48,9 (C-14) 19,3 (Me-28)
20,1 (C-9) 26,2 (C-10)
1,98 (H-11) 265 32,9 (C-12) 29,8 (C-19)
26,5 (C-11) 20,1 (C-9)
1,61 (H-12) 32,9 45,4 (C-13) 48,9 (C-14)
18,1 (Me-18)
48,9 (C-14) 47,9 (C-8)
1,30 (H-15) 35,6 28,1 (C-16) 45,4 (C-13)
1,90 (H-16a) 28,1 35,6 (C-15) 45,4 (C-13)
35,6 (C-15) 48,9 (C-14)
1,31(H-16b) 28,1 52,1 (C-17)
45,4 (C-13) ND
1,58 (H-17) 52,1 28,1 (C-16)
36,4 (C-20)
45,4 (C-13) 32,9 (C-12)
0,97 (Me-18) 18,1 48,9 (C-14)
0,56 (H-19a) 298 20,1 (C-9) 32,0 (C-1)
0,33 (H-19b) ' 26,2 (C-10) 47,2 (C-5)
36,4 (C-20) 52,1 (C-17)
0,86 (Me-21) 18,3 39,1 (C-22)
36,4 (C-20) 52,1 (C-17)
2,18 (H-22a)
1,74 (H-22b) 39,1 125,7 (C-23) 18,3 (C-21)

139,4 (C-24)

95



125,7 139,4 (C-24), 125,7 (C-23), 70,8 (C-25),

5,60 (H23/H-24) 139,4 39,1 (C-22)
1.32 (Me-26/Me-27) 30,0 70,8 (C-25), 139,4 (C-24)
29,9

47,9 (C-8)

0,89 (Me-28) 19,3 48,9 (C-14) 45,4 (C-13)
35,6 (C-15)
47,2 (C-5)

0,81 (Me-29) 14,0 40,5 (C-4) 78,9 (C-3)
25,5 (Me-30)
78,9 (C-3)

0,97 (Me-30) 25,5 40,5 (C-4) 47,2 (C-5)
14,0 (Me-29)

ND — N4o determinada (regido congestionada)
Obs. H-20 correlacfes em regides de sobreposicéo
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4.3. Ensaio larvicida frente ao Aedes aegypti

Dentre os 0leos testados foi observada maior atividade larvicida no 6leo dos
galhos de Guarea humaitensis, GHG, (CLso= 48,5 pg.mL™), o qual apresentou 100% de
mortalidade em 100 pg.mL™, (Tabela 17 e Gréfico 4). Neste 6leo 0s sesquiterpenos mais
abundantes sdo o epoxido de cariofileno (40,91%), epoxido de humuleno Il (14,43%) e f-
bisaboleno (8,36%).

O 6leo das folhas de G. scabra (GScF) apresentou CLso= 79,1 pg.mL™?, sendo os
principais constituintes o cis-cariofileno (33,37%) e o a-trans-bergamotemo (11,88%) (Tabela
17 e Grafico 5). O dleo dos galhos de G. convergens, cujos componentes predominantes
foram o0s sesquiterpenos ndo oxigenados a-santaleno (26,26%) e a-copaeno (14,61%),
apresentou CLso= 124,9 pg.mL™ (Tabela 17 e Gréfico 3).

Os 6leos obtidos das folhas (GSF) e dos galhos (GSG) de G. silvatica mostraram
CLso= 102,0 e 243,9 pg.mL™ respectivamente. Os principais componentes nas folhas foram
0s sesquiterpenos epoxido de cariofileno (36,54%) e B-elemeno (6,20%), além do diterpeno
kaureno (15,61%). Nos galhos os constituintes majoritarios foram os oxigenados espatulenol
(14,34%) e epbxido de cariofileno (8,57%) (Tabela 17 e Gréficos 6 e 7).

Os testes de atividade larvicida dos 6leos essenciais avaliados nesse trabalho sugerem
que os componentes com esqueleto do tipo cariofilano podem ser os responsaveis pela
atividade larvicida, no entanto, € necessaria a realizacdo de mais testes para uma concluséo

inequivoca.
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Tabela 17. Mortalidade (%) provocada em larvas de Aedes aegypti

conc. (ug.mL™) GCG GHG GScF GSF GSG
500 100 100 100 100 100
250 100 100 100 100 33
100 10 100 50 0
50 0 40 10 17 0
25 0 7 7 0 0
CLs 1249 48,5 79,1 102,0 2439

--- Concentragéo nao testada

GCG- Galhos de G. convergens
GHG -Galhos de G. humaitensis

GScF - Folhas de G. scabra

GSF - Folhas de G. silvatica
GSG - Galhos de G. silvatica

10,00
8,00 -
6,00 -
4,00 -
2,00 -

% Mortalidade

0,00
0,00

1,00 2,00

Log da Concentracdo

3,00

Clgo=124,9 +- 1,0 ug.mL*

y=4,439x- 4,307

GCG

R?=0,884

Gréfico 3. Célculo da CLsg pela regressao linear das concentraces de GCG



GHG

10,00
8,00 -
6,00 -
4,00 -
2,00 -

% Mortalidade

/

L 4

y=3,099x-0,223
R?=0,775

0,00
0,00

1,00

2,00

Log da Concentracao

3,00
CLso= 48,5 +- 1,0 pg.mL™

Gréfico 4. Célculo da CLsg pela regressao linear das concentracdes de GHG

GScF

10,00
8,00 -
6,00 -
4,00 -
2,00 -

% Mortalidade

y=3,492x-1,642
R?=0,930

0,00
0,00

1,00

2,00

Log da Concentracao

3,00

CLso= 79,1 +- 1,0 pg.mL™

Gréfico 5. Célculo da CLsg pela regresséo linear das concentraces de GScF
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GSF
10,00
8,00 -
B , ¢ y=4,232x-3,525
2 6,00 - R2=0,942
B
o 4,00
=
S 2,00
0,00 T T
0,00 1,00 2,00 3,00
Log da Concentragdo CL5=102,0+-1,0 ug.mL'l

Gréfico 6. Célculo da CLsg pela regresséo linear das concentraces de GSF

GSG

8,00
L 4

7,00 -
6,00 - y=3,545x- 3,276

5,00 - R2=0,774
4,00 - ¢

3,00 -
2,00 - * ¢

% Mortalidade

0,00 | |
0,00 1,00 2,00 3,00

Log da Concentragdo ClLso= 243,9 +- 1,0 pg.mL™

Gréfico 7. Célculo da CLsg pela regresséo linear das concentracfes de GSG
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5. CONCLUSOES




109

Os 0leos essenciais obtidos dos galhos G. convergens e G. humaitensis, folhas de G.
scabra e folhas e galhos de G. silvatica foram analisados por CG-EM e mostraram a
predominancia de sesquiterpenos, 0 que estd de acordo com a literatura para espécies do
género Guarea.

Além da composicao quimica dos 0leos essenciais, esse estudo permitiu a obtencéo de
uma mistura dos sesquiterpenos epoxido de cariofileno (1a) e epoxido de humuleno 11 (1b) e
dos esterdides B-sistosterol (2a) e estigmasterol (2b), aléem do isolamento de um novo
limondide do tipo mexicanolideo, 2-desoxigrandifolideo A (3), da cumarina escopoletina (4),
e do triterpeno cicloart-23-en-3p,25-diol (5) de G. humaitensis.

A avaliacdo da atividade larvicida dos 6leos essenciais sugere que 0S componentes
com esqueleto do tipo cariofilano podem ser os responsaveis pela atividade larvicida, no

entanto, seré necessaria a realizacdo de mais testes para uma conclusdo correta.
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