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RESUMO

A familia Burseraceae compreende aproximadamente 700 espécies distribuidas em 19
géneros, sendo que varias destas espécies nao apresentam estudos fitoquimicos. Com interesse
em descrever a composicdo quimica, avaliar a atividade citotoxica e isolar substancias de
interesse  quimico e citotoxico, o trabalho foi dividido em trés partes:
determinacdo do perfil quimico dos extratos em hexano; avaliacdo da citotoxicidade de
extratos das oleorresinas contra as linhagens HCT-8 (c6lon), MDA/MB-435 (melanoma) e
SF-295 (glioblastoma); e isolamento de substancias presentes nas oleorresinas. As substancias
isoladas foram identificadas pelas técnicas de espectrometria de massas (CG-EM e EMCI-
ESI) e ressonancia magnética nuclear (RMN). No perfil dos compostos volateis observou-se
gue dentre os monoterpenos, 0 p-cimeno foi detectado mais vezes, em 11 das 23 espécies
avaliadas. A maior concentracdo deste composto foi observada em Protium apiculatum
(2,4%), contudo o componente majoritario nesta espécie ¢ o a-pineno (5,1%). Dentre os
sesquiterpenos 0 componente que apresentou maior concentracdo foi o junenol, em P. cf.
rubrum (23,9%) e P. cf. ferrugineum (11,3%) sendo isolado e elucidado. As amostras com
perfil sesquiterpénico mais complexo foram P. tenuifolum e Tetragastris panamensis, com
deteccdo em comum de sesquiterpenos das séries bisabolano, cadinano, cubebano,
eudesmano, guaiano e muurulano. As avaliacbes dos cromatogramas de ions totais
demonstraram a presenga dos o- e B-amirina em todas as amostras, confirmando a presenca
destes triterpenos como marcadores desta familia. Em P. cf. ferrugineum , observou-se a
auséncia de a- ¢ B-amirona, o que diferenciou esta espécie das demais amostras. Dentre 0s
triterpenos, foram detectados o glutinol (primeira descricdo nos géneros estudados) e o
multiflorenol (primeira descricdo na familia). A andlise quimiométrica resultou em cinco
agrupamentos distintos (C-1 a C-5), onde o C-1 apresentou alta concentracdo de
a- e B-amirona e auséncia de breina e maniladiol; o C-2, com espécies potencialmente
produtoras de novos triterpenos e de compostos volateis; o C-3 com concentracbes médias
entre as variaveis analisadas; o C-4 com concentragdo elevada de breina e maniladiol; e o C-5,
das espécies com alta concentracdo de a- e PB-amirina. Os ensaios de citotoxicidade
demonstraram que dois extratos em hexano (P. cf. rubrum e Trattinnickia peruviana -
HrTPE) apresentaram inibicdo contra as linhagens de células tumorais HCT-8 (93,08 % para
ambas as espécies) e SF-295 (93,46 e 86,34%, respectivamente). Nos extratos em acetato de
etila foram observadas inibicdes por P. giganteum var giganteum e Trattinnickia glaziovii
contra as linhagens HCT-8 (88,7 e 92,9%, respectivamente) e MDAM B-435 (97,8 e 96,2%,
respectivamente). HrTPE foi submetido a fracionamento, sendo isolado o -amiradienol. Do
extrato em acetato de etila de P. paniculatum var. modestum foram isolados os triterpenos
breina e maniladiol em mistura binéria, o acido 3-hidroxitirucalla-8,24-dieno-21-6ico puro e
em mistura binaria com 3-hidroxitirucalla-7,24-dieno-21-6ico. No extrato em acetato de etila
de P. bahianum foram isolados os acidos ursolico e oleandlico. Do extrato em acetato de etila
de Tetragastris panamensis foram isolados um triterpeno inédito (&cido 3-oxo- triptocalico B)
e dois triterpenos descritos pela primeira vez na familia Burseraceae (&cidos triptocalico B e
3-0x0-katononico). Uma proposta de biossintese do acido 2,3-seco-isobrionénico a partir do
multiflorenol foi apresentada. A quimiossistematica da familia foi discutida.

Palavras Chave: Protium, Tetragastris, triterpenos, compostos volateis, RMN, cromatografia,
atividade citotoxica



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL AND CITOTOXIC STUDY OF BURSERACEAE OLEORESINS.
The Burseraceae family includes approximately 700 specimens distributed in 19 genres, and
many of these specimens do not present phytochemical studies. Interested on describing the
chemical composition, evaluate the cytotoxic activity and isolate substances of chemical and
cytotoxic interest, this work has been divided in three parts: Determination of the extraction in
hexane chemical profiles; cytotoxicity evaluation of oleoresins against HCT-8 (collon),
MDA/MB-435 (breast) and SF-295 (glioblastom); and isolation of substances present in the
oleoresins. The isolated substances were identified by mass spectrometry techniques (GC-MS
and ESI-IT-MS) and nuclear magnetic resonance (NMR). In the volatile compounds profile it
was possible to observe that among the monoterpenes, the p-cymene was detected more times,
in 11 out 23 specimens evaluated. The highest concentration of this compound was observed
in Protium apiculatum (2.4%), however the compound mostly found in this specimen is a-
pinene (5.1%). Among the sesquiterpenes, the compound that presented highest concentration
was the junenol, in P. cf. rubrum (23.9%) and P. cf. ferrugineum (11.3%) being isolated and
elucidated. The samples with the most complex sesquiterpenic profile were
P. tenuifolum and Tetragastris panamensis, with common detection of sesquiterpenes of
bisabolane, cadinane, cubebane, eudesmane, guaiane and muurulane series. The total ion
chromatograms evaluations showed the presence of a- and B-amyrin in all the samples,
confirming the presence of these triterpenes as family markers. In P. cf. ferrugineum, it has
been observed the absence of a- and B-amyrone, and it was the differential of this specimen
among other samples. About the triterpenes, glutinol (first description in the genres studied)
and the multiflorenol (first description in the family) were detected. The chemometric analysis
resulted in five distinct cluster (C-1 to C-5), where C-1 presented high concentration of a- and
-amyrone and absence of brein and maniladiol; C-2, having potentially producers of new
triterpene and volatile compound specimens; C-3 with medium concentration among the
variables analyzed; C-4 with high concentration of brein and maniladiol; and C-5, having a-
and B-amyrin high concentration specimens. Te cititoxicity assays showed that two extracts in
hexane (P. cf. rubrum e Trattinnickia peruviana - HrTPE) showed inhibition against HCT-8
(93.08 % for both specimens) and SF-295 (93.46 e 86.34%, respectively) tumor cells lines. In
the extracts in acetate and acetyl, inhibition for P. giganteum var giganteum and Trattinnickia
glaziovii against HCT-8 (88.7 e 92.9%, respectively) and MDAM B-435 (97.8 e 96.2%,
respectively) lines were observed. HITPE was submitted to fractioning, being identified the
B-amyradienol. From the extract in ethyl acetate of P. paniculatum var. modestum, breine and
maniladiol triterpenes in binary mixture, 3-hydroxy-tirucalla-8,24-diene-21-oic acid, pure
and in binary mixture with 3-hydroxy-tirucalla-7,24-dieno-21-oic acid were isolated. In the
P. bahianum ethyl acetate extract, the ursolic and oleanolic acids were isolated. From the
Tetragastris panamensis ethyl acetate extract, an unpublished triterpene (3-oxo-triptocallic B
acid) and two triterpenes decribed for the first time in the Burseraceae family (triptocallic B
and 3-oxo-katononic acids) were isolated. A 2,3-seco-isobriononico acid biosynthesis from
multiflorenol proposal was presented. The family chemosystematics has been discussed.

Keywords: Protium, Tetragastris, triterpen, volatile compounds, NMR, chromatography,
citotoxic activity
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de recursos naturais tanto para alimentagdo como para o tratamento
de enfermos vem sendo utilizado pelos seres humanos ha tempos. O primeiro registro escrito
que relata o uso medicinal dos recursos naturais é conhecido como Papiro de Ebers, contendo
descricbes de aproximadamente 1000 plantas para diferentes inflamacdes e doencas
parasitarias (BORCHARDT, 2002).

Atualmente, a biodiversidade mundial gera varios produtos nos setores
alimenticios, de cosméticos e farmacos (fitofarmacos, substancias isoladas de produtos
naturais, drogas semissintéticas e como modelos de drogas sintéticas), mas grande parte de
seu potencial ainda ndo é conhecido, pois se estima que muitas espécies de plantas e animais
com potencial terapéutico ndo sejam conhecidos, sendo considerada fonte futura de varios
produtos.

Para a geracdo de um produto ndo basta apenas conhecer suas aplicagdes, mas
antes de tudo, a composi¢do quimica que pode ser encontrada dentro de cada espécie,
guimiodiversidade esta de extrema importancia na descoberta de novas drogas. Através de
dados da NEPRALERT, Verpoort (1998) apresentou dados mostrando que das 250 mil
espécies de plantas conhecidas no mundo, apenas 14 mil (6%) apresentam estudos de
atividade biolégica e 38 mil (15%) apresentam estudos fitoquimicos.

Em 2010, uma nova estimativa sobre o estudo de espécies vegetais mostrou-se
similar a apresentada em 1998, permanecendo entre 5 e 15%, o0 que demonstra que uma

imensa quantidade de organismos vivos ainda inexplorados apresentam potencial na busca de
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produtos naturais ineditos, podendo estas novas substancias servem para o desenvolvimento
de novos farmacos (BRAZ FILHO, 2010).

Com grande papel no desenvolvimento cientifico mundial, varias pesquisas vém
sendo desenvolvidas no Brasil na busca de desvendar a quimica e o potencial biolégico de sua
biodiversidade. Apesar dos esforcos exercidos pela comunidade cientifica nacional para a
descricdo de nossa biodiversidade, muitos investimentos terdo de ser feito para ampliar a
representatividade mundial nas pesquisas da biodiversidade.

No final do século passado, dados mostraram que o mercado mundial de
fitoterapicos estava avaliado em US$ 12,4 bilhGes, representando 5 % do mercado mundial de
produtos farmacéuticos (FERREIRA et al., 1998, pg. 7). Pesquisas neste setor devem
alavancar a economia nacional nos setores farmacéutico e de cosmético nas proximas
décadas, j& que o Brasil hospeda, segundo Lewinsonhn & Prado (2002), cerca de 15 a 20% de

toda biodiversidade mundial, onde estdo 55 mil das 250 mil espécies de plantas conhecidas.

1.1 Diversidade e Potencial de Burseraceae

Burseraceae é uma familia de arvores e arbustos que se destacam por exsudarem
uma oleorresina muito aromatica. As espécies desta familia sdo conhecidas e utilizadas pelo
aroma inebriante exalado pelas suas oleorresinas, sendo conhecidas popularmente por copal,
maaliol, breu e gugul, e principalmente por nomes que remetem a histérias da antiguidade,
como mirra e frankincenso.

Com aproximadamente 230 espécies na regido do Neotrépico, a familia
Burseraceae se apresenta distribuida em oito géneros. Na Reserva Florestal Adolpho Ducke,

floresta de terra-firme, localizada na Amazonia Ocidental, em Manaus, 41 especies diferentes
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foram identificadas (RIBEIRO & DALY, 1998), representando aproximadamente 17% das
espécies Neotropicais de Burseraceae. Em regifes de Terra-Firme esta familia é uma das
principais, sendo descrita entre as 10 familias mais abundantes em florestas primarias
e secundarias, dados estes coletados no Parque Nacional do Jaud, localizado a 200 Km
a noroeste de Manaus (FERREIRA & PRANCE, 1998 e 1999).

Sdo descritas utilizacGes terapéuticas pela medicina popular como tonicos
e estimulantes, hemostaticos, antiblenorragicos, antirreumaticos, no tratamento de doencas
pulmonares, do estbmago, e em odontologia, como laxante, cicatrizante, analgésico
e contraceptivo, entre outras aplicagdes (COSTA, 1975; PIO CORREA, 1994).

Por outro lado, na medicina popular, as acGes dos produtos naturais estdo
relacionadas com sintomas como febre, dores em regides especificas, inflamacoes,
cicatrizacdo entre outros, e ndo diretamente a uma doenca em especifico, isto se da por que
um mesmo sintoma pode estar relacionado a diferentes doencas. Além disso, até pouco tempo
muitas doengas ainda ndo eram conhecidas, e consequentemente ndo existiam termos para
especifica-las.

Contudo, na busca de novos farmacos provenientes de fontes naturais, ndo apenas
a descricdo da utilizacdo popular tem que ser levada em consideragdo, mas também
as substancias presentes nas espécies a serem estudadas, correlacionando-as com atividades
bioldgicas ja relatadas.

A familia Burseraceae apresenta diferentes classes de substancias, onde se
destacam os terpenoides: monoterpenos e sesquiterpenos, obtidos das fracdes volateis;
e diterpenos, triterpenos e esteroides das fragdes ndo volateis. A presenca de compostos
aromaticos como cumarinas, fenilpropanoides, flavonoides e lignanas também ja foi descrita
para espécies desta familia, demonstrando seu potencial biolégico (PERNET, 1972; VEIGA-

JUNIOR & RUDIGER, 2010).
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Muitos triterpenos ja foram descritos para esta familia, aproximadamente
cinquenta estruturas em espécies da Ameérica do Sul. O perfil quimico obtido por
cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chama para oleorresinas de 37 individuos
brasileiros desta familia apresentou uma quimiodiversidade com uma complexidade maior do
que os compostos descritos em literatura, sendo detectadas 75 sinais de substancias na regido
de triterpenos por cromatografia a gas (RUDIGER, 2008).

A andlise de dados multivariados deste estudo realizada para estes 37 individuos
(31 espécies diferentes de cinco géneros) resultaram na formacdo de quatro agrupamentos
pelo método de Ward. As observacbes foram correlacionadas com as distribuicOes
taxonémicas e filogeneticas de tribos, géneros e seccdes, mostrando que apesar de varios
dados terem apresentado correlagbes com a sistematica, apenas a avaliacdo da presenca nédo
mostrou sensibilidade suficiente, necessitando identificar estes compostos para
a determinacdo das classes de triterpenos para serem avaliados e conhecer mais
profundamente a diversidade quimica que esta presente nesta familia.

Apesar de varios estudos ja terem resultado no isolamento de diversos terpenos
em espécies de Burseraceae, 0s estudos com descricdo do perfil quimico, isolamento de
substancias e elucidagdo estrutural sdo extremamente importantes para a compreensdo da
guimiossistematica, e aliados a estudos farmacoldgicos apresentam grande papel na
confirmacdo das propriedades etnofarmacoldgicas e também para compreender mecanismos
de acdo em ensaios bioldgicos, abrindo a possibilidade para o desenvolvimento de novas

drogas.
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1.2 Objetivos

Partindo dos resultados do estudo realizado anteriormente, em que foram
detectados 75 picos na regido de triterpenos por cromatografia em fase gasosa nas
oleorresinas de Burseraceae Brasileiras, esta tese tem como objetivo geral descrever
a quimiodiversidade das oleorresinas de vinte e trés espécies de Burseraceae Amazonicas

e avaliar seu potencial citotoxico.

Para concluir este trabalho, buscamos como objetivos especificos:

v Estudar a composi¢do das oleorresinas empregando espectrometria de massa acoplada
a cromatografia em fase gasosa;

v" Avaliar a quimiodiversidade dos extratos estudados através de técnicas estatisticas
multivariadas;

v" Avaliar a citotoxicidade dos extratos contra linhagens de células tumorais;

v Isolar e identificar possiveis constituintes citotoxicos;

v Isolar e identificar os constituintes de interesse quimico.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Familia Burseraceae

As espécies da familia Burseraceae sao encontradas em varias regides tropicais e
subtropicais do mundo. Sua classificagdo (Tabela 1) foi recentemente organizada pelo Grupo
de Filogenia de Angiospermas (APG, do inglés Angiosperm Phylogenetic Group) utilizando
as informacdes contidas nos genes ribossomais 18S, rbcL e atpB (APG IlI, 2009),
confirmando a familia como pertencente a ordem Sapindales, descrita anteriormente no
sistema de Cronquist (RIBEIRO et al., 1999). Junto a familia Burseraceae, sao descritas ainda
na ordem Sapindales as familias Anacardiaceae, Biebersteiniaceae, Kirkiaceae, Meliaceae,

Nitrariaceae, Rutaceae, Sapindaceae e Simaroubaceae (APG 111, 2009).

Tabela 1: Classificacdo sistematica da familia Burseraceae segundo APG

Sub-reino Tracheobionta

Super-divisdo Espermatophyta

Diviséo Magnoliophyta (Angiosperma)
Classe Magnoliopsida (Dicotiledoneas)
Clado Rosidae

Diviséo de Clado Malvideas (Eurosideas II)
Ordem Sapindales

Familia Burseraceae

O estudo de fosseis de Burseraceae encontrados na América do Norte e na Europa
indica a sua origem no periodo Eoceno, onde a América do Norte foi o possivel berco desta

familia. A avaliacdo destes fdsseis indicou ainda que correntes migratorias teriam provocado
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sua distribuicdo para o sul do continente Americano e para o velho mundo, se estendendo
posteriormente para a Africa, Asia e Oceania (WEEKS, DALY & SYMPSON, 2005).
Atualmente, no mundo sdo descritos 19 géneros na familia, onde as 700 espécies
encontram-se distribuidas (THULIN et al., 2008). A distribuicdo atual dos géneros na familia
Burseraceae encontra-se na Tabela 2. No continente Americano, mais especificamente
a regido do Neotropico, sdo descritas aproximadamente 230 espécies, distribuidas em oito
géneros: Beiselia, Bursera, Commiphora, Crepidospermum, Dacryodes, Protium
e Tetragastris e Trattinnickia (RIBEIRO & DALY, 1998; WEEKS, DALY & SYMPSON,

2005; FINE et al., 2005).

Tabela 2: Distribuico dos géneros de Burseraceae nas tribos Beiseliae, Bursereae,
Canarieae e Protieae

Tribo' Generos’ Numero de sp.’
Beiselieae Beiselia Forman 1sp.
Aucoumea Pierre 1 sp.

Bursereae Bursera Jacq. aprox. 100 sp.
Commiphora Jacqg. aprox. 190 sp.
Ambilobea T.B.&R. 1sp.
Boswellia Roxb. aprox. 30 sp.
Canarium L. aprox. 105 sp.
Dacryodes Vahl 66 spp.
Garuga Roxb. 4 spp.

. Haplolobus H.J. Lam 22 spp.

Canarieae Pseudodacryodes R. Pierlot 1 sp.
Rosselia Forman 1 sp.
Santiria Blume 24 sp.
Scutinanthe Thwaites 2 sp.
Trattinnickia Willd. 13 sp.
Triomma Hook. f. 1sp.
Crepidospermum Hook. f. 6 sp.

Protieae Protium Burm. f. aprox. 150 sp.

Tetragastris Gaertn.

9 sp.

! Determinagdo das tribos e distribuicdo dos géneros segundo Thulin et al. (2008);
2 NGimero de espécies por género segundo Week, Daly & Simpson (2005) com exegdo do
género Ambilobea, descrito por Thulin et al. (2008).
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2.2 Interesse Quimico em Burseraceae

A caracteristica marcante em varias espécies desta familia € a exsudacdo de uma
oleorresina de seu tronco. Estas oleorresinas apresentam diferentes aromas e caracteristicas
fisicas conforme a espécie que a exsuda. Estas diferencas fizeram com que estas arvores
e arbustos fossem conhecidas por diferentes nomes, como almescla, breu, breu-branco,
breu-preto, breu-vermelho, breu-terra, breu-limdo, breu-manga, carafia, copal, copal-ouro,
copal-negro, elemi, manila-elemi, frankincenso, gugul, maaliol, mirra, okume, dentre outros
nomes populares (SILVA, SILVA & LISBOA, 1977; PIO CORREA, 1984; GENTRY, 1993).

Esta oleorresina apresenta coloracdo verniz, esbranquicada ou incolor, que quando
seca apresenta massa cristalizada sobre o ferimento nos troncos (RIBEIRO & DALY, 1999).
Segundo Costa (1975), em oleorresinas recem-exsudadas pode se obter de 20-30% de 0Oleo
essencial, reduzindo seu percentual para 7-8% em oleorresinas ja envelhecidas.

Gilbert (2006) descreveu que em algumas espécies do género Protium,
especialmente a espécie P. heptaphyllum, se obtém uma oleorresina dita como rica em
a- e f-amirina e outros terpendides. Esta afirmacdo da presenca majoritaria destes triterpenos
é anterior aos anos 70, quando Pernet (1972) e Costa (1975) descreveram a presenca de
a- e B-amirina como componentes majoritarios de oleorresinas Amazonicas da familia
Burseraceae. O mesmo foi reafirmado por Khalid (1983), que descreve a familia Burseraceae
como acumuladores de triterpenos das séries ursano e oleanano.

Além dos triterpenos de esqueleto oleanano e ursano, a presenca de outros
esqueletos triterpénicos como o biciclico polipodano, os triterpenos tetraciclicos damarano,
eufano, tirucalano, lanostano e cicloartano, e os pentaciclicos, hopano, lupano, friedelano,
taraxarano e taraxastano também sdo descritos para espécies da familia Burseraceae

(PERNET, 1972; KHALID, 1983; RUDIGER et al., 2007, SHEN & LOU, 2008).



27

A busca do conhecimento da composi¢do quimica dentre as espécies da familia
Burseraceae Neotropicais se concentra nos géneros Protium e Bursera. Ja para as espécies
encontradas na Africa e na Asia, as descricdes quimicas se concentram nos géneros
Canarium, Commiphora e Boswellia. Contudo, podem ser encontradas descricdes quimicas
para especies pertencentes aos géneros Aucomea, Crepidospermum, Dacryodes, Santiria,

Tetragastris e Trattinnikia.

2.3 Quimica da Familia Burseraceae

2.3.1 Triterpenos Pentaciclicos de Anéis 6-6-6-6-6

Em 1903, Tschirch & Saal realizaram estudos com a espécie Protium carana,
obtendo uma mistura binaria de derivados triterpénicos das séries ursano e oleanano,
identificados como a- e P-amirina. Estas séries de triterpenos foram considerados como
principais constituintes de espécies da familia Burseraceae, levando esta familia a ser
considerada acumuladora de triterpenos ursano e oleanano (PERNET, 1972; KHALID, 1983).

Os triterpenos das séries ursano e oleanano apresentam esqueleto pentaciclico
com cinco anéis cicloexanicos fundidos (6-6-6-6-6) com conformacgdo cadeira-cadeira-
-cadeira-cadeira-cadeira (C-C-C-C-C) de seus cinco anéis (XU et al., 2004) (Figura 1). Estes
triterpenos  pentaciclicos apresentam apenas metilas ligadas ao esqueleto central
(XU et al., 2004), modificando entre eles apenas a disposicdo das metilas no esqueleto

pentaciclico.



28

A Metilas geminais B Metilas vicinais C Metilas vicinais

T Axial AmbasP osi¢des

7D

Axial&N, 20 Equatorial #.. _-20

esqueleto tipo oleanano esqueleto tipo ursano esqueleto tipo taraxastano

Figura 1: Estruturas dos esqueletos oleanano, ursano e taraxastano

A diferenca estrutural entre os esqueletos ursano e oleanano ocorre na posi¢ao das
metilas ligadas ao anel “E”, sendo que o esqueleto oleanano apresenta duas metilas geminais
no carbono de posicao 20 (Figura 1-A), e o esqueleto ursano apresenta duas metilas vicinais
ligadas aos carbonos 19 e 20 (Figura 1-B) (XU et al., 2004).

O triterpeno taraxastano (Figura 1-C), outro triterpeno pentaciclico de anéis
C-C-C-C-C 6-6-6-6-6, ¢ estereoisomero do triterpeno ursano. A diferenca entre estes dois
triterpenos encontra-se nas metilas ligadas aos carbonos 19 e 20, sendo no esqueleto ursano
as duas metilas estdo na posi¢do axial e em triterpenos taraxastano com a metila ligada
ao carbono 19 na posi¢do equatorial e a metila ligada ao carbono 20 podendo ser encontrada
em ambas as posic¢oes, axial ou equatorial (XU et al., 2004).

Além dos esqueletos triterpénicos oleanano, ursano e taraxastano, os triterpenos
pentaciclicos de anéis C-C-C-C-C 6-6-6-6-6 das séries taraxarano, glutinano, multiflorano
e friedelano ja& foram relatados em Burseraceae. Estes triterpenos apresentam as metilas
geminais no anel “E”, como no esqueleto oleanano, variando a posicao das metilas dos anéis
“A”, “B”, “C” e “D”, o que confere a eles um segundo nome: friedooleanano (Figura 2),

precedido pelas letras dos anéis que sofreram migragdes das metilas. Além das metilas
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geminais no anel E, em todos estes quatro esqueletos ¢ observada a metila 27 na posigao 13

equatorial (13B) (AGETA et al., 1995; XU et al., 2004).

Metilas geminaiﬂ

esqueleto tipo taraxarano
(D-friedooleanano)

Metilas geminaiﬂ

Metilas geminaiﬂ

esqueleto tipo friedelano
(D:A-friedooleanano)

esqueleto tipo glutinano
(D:B-friedooleanano)

Metilas geminaisﬂ

esqueleto tipo multiflorano
(D:C-friedooleanano)

Figura 2: Estruturas dos esqueletos triterpénicos taraxarano, friedelano, glutinano e multiflorano

2.3.1.1 Triterpenos Ursano e Oleanano

Em meados do Século XIX o termo amirina ja era utilizado para cristais obtidos

de oleorresinas de elemi (PHOEBUS, 1876), mas sua estrutura ainda ndo tinha sido

desvendada, apresentando formula molecular (FM) 2(C;oH;6).H,O, que nido condiz com sua

FM atual, C30H500 (Figura 3)
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Ursa12-eno Re R R Oleana-12-cn0
o-amirina OH H H -amirina
3-epi-a-amirina H OH H 3-epi-B-amirina
a-amirona =0 H B-amirona

breina OH H OH maniladiol

Figura 3: Principais triterpenos ursano e oleanano hidroxilados e carbonilados isolados
de espécies de Burseraceae

Os triterpenos hidroxilados a-amirina e f-amirina sao considerados os principais
constituintes triterpenoidicos de esqueletos ursano e oleanano desta familia. Estes dois
triterpenos apresentam como caracteristicas uma insaturacao entre os carbonos C-12 e C-13
(A'?) ¢ uma hidroxila no carbono C-3 do anel “A”. A posi¢io axial é mais comum desta
hidroxila no anel hexaciclico A (posicao 3f), sendo descritos em alguns trabalhos seus
epimeros (3-epi-a-amirina e 3-epi-B-amirina), que apresentam sua hidroxila na posi¢cdo
equatorial do anel A (posi¢do 3a). Outros constituintes frequentemente mencionados sao suas
respectivas cetonas, a-amirona € [-amirona, além dos diidroxilados maniladiol
(3B,160-diidroxioleana-12-eno) e breina (3f,16a-diidroxiursa-12-eno), que apresentam uma
hidroxila na posi¢ao equatorial (16a), além da hidroxila na posi¢ao 3f (Figura 3).

Além de alcoois e cetonas triterpénicas das sé€ries oleanano e ursano, a presenca
de derivados acidos destes esqueletos também sdo descritos em oleorresinas de Burseraceae.
Os primeiros relatos de acidos destes esqueletos em Burseraceae datam nos anos 60, quando

Thomas & Muller (1960) isolaram acidos de Commiphora glandulosa, os quais foram
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nomeados como acido commico A, B, C, D e E. Posteriormente, estes acidos tiveram suas
estruturas elucidadas por Thomas e colaboradores (THOMAS, 1961; THOMAS et al., 1961;
THOMAS & WILLHALM, 1964), mostrando a presencga de hidroxila na posi¢do 3 ¢ uma
carboxila na posi¢do 23, o que condiz com as estruturas dos acidos 3-epi-a- ¢ 3-epi-P-
-boswélico (Figura 4), para os acidos commico A e B, respectivamente. Estes acidos com a
hidroxila na posicdo 3o sdo os mais comuns dos acidos oleanano e ursano em Burseraceae,

acido a- e B-boswélico (Figura 4), além de seus derivados, que sdo obtidos comumente de

frankincenso, oleorresina exsudada de espécies de Boswellia (SHEN & LOU, 2008).

Ursat2eno Re R R R Oleani-12-en0
Acido B-boswélico H OH COOH CH;, Acido a-boswélico
Acido 3-epi-B-boswélico  OH H COOH CH;, Acido 3-epi-a-boswélico
Acido ursélico OH H CH; COOH Acido oleandlico

Figura 4: Principais acidos triterpénicos das séries ursano e oleanano isolados de espécies de Burseraceae

A presenca de acido ursolico e seus derivados foram relatados em apenas uma
espécie de Bursera (SYAMASUNDAR et al, 1991; SYAMASUNDAR &
MALLAVARAPU, 1995), ja4 o acido oleandlico foi isolado apenas de Commiphora
opobalsamum (ABBAS et al., 2007) (Figura 4).

Outra caracteristica em triterpenos de esqueletos oleanano e ursano na familia

Burseraceae ¢ o rompimento da ligagdo entre os carbonos 3 e 4, ocasionando a abertura do
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D. normandii os é4cidos 21-0x0-3,4-seco-oleana-4(23),12-dieno-3-6ico e 21-0x0-3,4-seco-

-ursa-4(23),12-dieno-3-6ico (Figura 5) (PARSONS et al., 1991).

R, R,
Acido 21-0x0-3,4-seco-oleana-4(23),12-dieno-3-6ico CH; H
Acido 21-0x0-3,4-seco-ursa-4(23),12-dieno-3-6ico H CH;

Figura 5: Triterpenos ursano e oleanano com anel A aberto

A acetilagdo da hidroxila na posi¢do 3 ¢ comumente descrita em espécies de
Boswellia (Figura 6-A), mais especificamente em derivados do acido B-boswélico, como o
acido acetil-B-boswélico e o acido acetil-11-ox0-B-boswélico (AKIHISA et al., 2006;
PARDHY & BHATTACHARYYA, 1978 A; MAHAJAN et al., 1995; BADRIA et al., 2003),
além do derivado do acido a-boswélico, acido acetil-a-boswélico (AKIHISA et al., 2006;
Badria et al., 2003). Outros triterpenos acetilados foram obtidos da espécie T. burserifolia
(Figura 6-B), o 3p-fenilacetoxi-ursa-12-eno, 3pB-fenilacetoxi-oleana-12-eno, onde foram

observadas acetilagdes com o grupo fenilacetil (LIMA et al., 2004).
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Ry, o
A 2
Acy
o /7
COOH

Derivado Estrutura A R, R, R, Derivado Estrutura B Ry R,
4cido acetil-B-boswélico CH; H H 3B-fenilacetoxi-ursa CH; H
4cido acetil-a-boswélico H CH; H 3B-fenilacetoxi-oleana H CH;

acido acetil-11-oxo0-

B-boswélico CH, H =0

Figura 6: Triterpenos acetildos de Burseraceae.

2.3.1.2 Triterpenos Friedelano, Glutinano, Multiflorano, Taraxarano e Taraxastano

Os demais triterpenos pentaciclicos com seis membros por anel comegaram
a ser isolados e identificados no ano de 1980, dando inicio a descoberta destes
triterpenos na familia pelo taraxerol (Figura 7-E), obtido de Canarium zeylanicum
(BANDARANAIKE, 1980), posteriormente isolado também das folhas de Tetragastris
altissima (LIMA et al., 2001). A friedelina (Figura 7-A) foi obtida primeiramente de Santiria
trimera (da SILVA et al., 1990), sendo descrita posteriormente para os géneros Commiphora,
Protium e Tetragastris. Além da friedelina, canofilal (Figura 7-C) foi obtido das partes aéreas
de C. opobalsamum (ABBAS et al., 2007), e o 3-epi-friedelanol (Figura 7-A) foi obtido
obtida das folhas de P. strumosum (GUIMARAES & SIANI, 2007).

O 3-epi-glutinol (Figura 7-C), triterpeno de esqueleto glutinano, foi isolado
primeiramente de Bursera simaruba (PERAZA-SANCHEZ et al., 1995), posteriormente, o
glutinol (Figura 7-C) foi isolado de Dacryodes edulis (LOEMBA-NDEMBI & SILOU, 2006).

J& o triterpeno multiflorano, o acido 2,3-seco-isobriondnico (Figura 7-D) foi isolado apenas
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em Tetragastris altissima, ndo tendo sido identificado em outra espécie de Burseraceae

(LIMA et al., 2001), tal como os Unicos triterpenos de esqueleto taraxastano (Figura 7-E),

isolados apenas de Protium heptaphyllum (SUSUNAGA et al., 2001).

friedelina =0

3-epi-friedelanol H OH

canofilal

R, R,
glutinol OH H
3-epi-glutinol H OH

E

taraxerol

3-0x0-20S8-hidroxitaraxastano =0

3B,20S8-diidroxitaraxastano OH H

Figura 7: Triterpenos de esqueleto friedelano, glutinano, multiflorano, taraxarano e taraxastano.
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2.3.2 Triterpenos Pentaciclicos de Anéis 6-6-6-6-5

As Burseraceae, além de serem consideradas acumuladoras de triterpenos ursano
e oleanano (KHALID, 1983) apresentam em sua composi¢ao triterpenos de esqueleto lupano
(Figura 8-A), principalmente seu éalcool, o lupeol (COSTA, 1975). O isolamento de um
triterpeno hopano (Figura 8-B) e mais recentemente, um novo esqueleto triterpé€nico
denominado canarano (Figura 8-C) (USUBILAGA et al., 2004; KAMDEM et al., 2011),
também fazem parte dos triterpenos pentaciclicos conhecidos em Burseraceae. Estes
triterpenos apresentam uma estrutura com quatro anéis de 6 membros e um anel de cinco
membros (6-6-6-6-5) trans-fundidos. Segundo Ageta ef al. (1993 & 1994) e Xu et al. (2004),
os triterpenos de esqueleto lupano e hopano apresentam conformacdo cadeira-cadeira-
cadeira-cadeira-envelope (C-C-C-C-E). Esta mesma conformagdo foi observada para o

triterpeno de esqueleto canarano (KAMDEM et al., 2011).

'o,',(

esqueleto tipo lupano esqueleto tipo hopano esqueleto tipo canarano

Figura 8: Estruturas dos esqueletos triterpénicos lupano, hopano e canarano
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2.3.2.1 Triterpenos Lupano

A primeira descricdo de triterpenos de esqueleto lupano em Burseraceae ¢ de
1964, quando o acido candarico foi obtido da oleorresina de Canarium muelleri (Figura 9)
(CARMAN & COWLEY, 1964), sendo isolado posteriormente da oleorresina de Dacryodes
edulis (EKONG & OKOGUN, 1969). O acido canarico apresenta apenas 4 anéis em sua
estrutura, isto se deve ao rompimento da ligagdo entre os carbonos 3 ¢ 4, ocasionando a
abertura do anel A. Esta modificag@o estrutural foi descrita em esqueletos triterpénicos ursano

e oleanano obtidos de D. normandii (Figura 5, pg. 32).

acido canarico

Figura 9: Acido canarico, primeiro triterpenos lupano identificado em Burseraceae

Apesar do 4cido canarico ter sido o primeiro triterpeno de esqueleto lupano
relatado em Burseraceae, o triterpenos lupeol, 3-epi-lupeol e lupenona (Figura 10-A e 10-B)
sdo mais frequentemente relatados em oleorresinas, galhos e folhas de espécies desta familia.
Lupeol foi isolado dos géneros Boswellia, Bursera, Dacryodes e Protium. Seu epimero,
3-epi-lupeol foi isolado de Boswellia, Bursera e Dacryodes. Ja a lupenona foi isolada de
espécies do género Protium e Trattinnickia (EKONG & OKOGUN, 1969; GUIMARAES &
SIANI, 2007; LIMA et al., 2004; NAKANISHI et al., 2005; PERAZA-SANCHEZ et al.,

1995; PROIETTI et al., 1981; VIEIRA JUNIOR et al., 2005; MORIKAWA et al., 2011).
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Além do acido canérico, isolado de espécies de Canarium e Dacryodes, outros
acidos de esqueleto lupano foram isolados da oleorresina de espécies de Boswellia, como
o acido 3o-hidroxilupa-20(29)-eno-24-6ico (4cido lupedico) (Figura 10-C), o acido
3a-acetoxilupeoico (Figura 10-C) obtidos da oleorresina Boswellia carterii (AKIHISA et al.,
2006) e também das cascas de Boswellia papyrifera (PAUL et al., 2012). O acido triterpé€nico
epoxidado, acido 3a-hidroxi-3,25-epoxilupa-20(29)-eno-28-6ico (Figura 10-D), denominado
benulina, foi obtido de Bursera arida em um trabalho fitoquimico com toda a planta (madeira,

casca e folhas) (IONESCU et al., 1977).

R, R,
lupeol OH H lupenona
3-epi-lupeol H OH

R
acido lupedico H benulina
acido 3a-acetoxilupedico H

Figura 10: Triterpenos de esqueleto lupano de Burseraceae
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2.3.2.2 Triterpenos Hopano e Canarano

O isolamento do primeiro triterpeno hopano de Burseraceae foi realizado por
Usubilaga et al. (2004), que através de técnicas cromatograficas obtiveram da oleorresina de
Protium crenatum, o 3B,190-diidroxihopa-22(29)-eno (Figura 11A). Devido ao esqueleto
lupano ser o esqueleto mais comum em espécies de Burseraceae, a confirmagao do esqueleto
hopano foi obtida através da comparagdo dos deslocamentos quimicos e correlagdes por
RMN. Utilizando apenas a técnica de espectrometria de massas acoplado a cromatografo
a gas, de-la-Cruz-Canizares et al. (2005) identificaram o 3p-hidroxihopa-22(29)-eno
(Figura 11-A) na oleorresina de Bursera cuneata através de analises dos dados espectrais.

Ja o triterpeno canareno (Figura 11-B), obtido da oleorresina de Canarium
schweinfurthii retrata a importancia desta familia, inclusive na biossintese de um novo
esqueleto triterpénico (KAMDEM et al., 2011). Para a elucidagdo desta nova estrutura foram
analisados dados de RMN monodimensionais ¢ bidimensionais além de espectrometria de
Raios-X por monocristal. A suposi¢do da rota biossintética sugere que este novo triterpeno
derive do cation hopil, precursor de triterpenos como filicicano, fernano e hopano, este ultimo

esqueleto descrito para Bursera e Protium.

hopa-22(29)-eno-3p,19a-diol OH canareno
hopa-22(29)-eno-3p-ol H

Figura 11: Triterpenos hopano e canarano de Burseraceae
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2.3.3 Triterpenos Tetraciclicos de Anéis 6-6-6-5

Triterpenos tetraciclicos sdo descritos em Burseraceae desde 1972, quando os
acidos triterpénicos 3-hidroxieufa-8-endico e 3-oxoeufa-8-endico foram apresentados na
revisdo de Pernet (1972) como parte da composi¢ao da oleorresina de Canarium bengalense e
C. schweinfurthiiand. A partir deste periodo, varios outros triterpenos tetraciclicos foram
obtidos de espécies de Burseraceae. Atualmente, nas espécies de Burseraceae sdo conhecidos
os triterpenos tetraciclicos das séries damarano, eufano/tirucalano, lanostano e cicloartano.

Estes triterpenos tetraciclicos apresentam quatros anéis fundidos, sendo trés
anéis de seis membros e um anel de cinco membros (6-6-6-5), além da presenga de
uma cadeia lateral de oito carbonos ligada ao anel de 5 membros. Os triterpenos
tetraciclicos podem ser divididos em dois grupos segundo a sua rota biossintética, os
derivados do céation damarenil e os derivados do cation protosteril, o que confere a eles
conformagdes diferenciada (XU et al., 2004).

A partir do cation damarenil (ou protriterpenoide) sao derivados os triterpenos da
série damarano (Figura 12-A) e da série eufoides (eufano e tirucalano) (Figura 12-B). Entre
estas séries podemos destacar trés diferencas principais em suas estruturas: a conformag¢do do
anel C nos esqueletos triterpénicos, a posicao das metilas 18 e 30 e a posicdo da cadeia lateral

ligada ao carbono 17. Estas diferencas sdo descritas a seguir.
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A primeira diferenca entre as duas seéries dos derivados protriterpenoides esta na
conformacdo do anel C. Os triterpenos da série damarano apresentam conformacgéo
cadeira-cadeira-cadeira-envelope, mesma conformacéo do cation damarenil. Ja os triterpenos
da serie eufdides, derivam do cation damarenil apds sucessivas migracdes de hidrogénios e
metilas, conferindo a conformacédo cadeira-cadeira-barco-envelope (XU et al., 2004; NES,
2011). Contudo, os acidos 3a-hidroxitirucala-7,24-dieno-21-6ico e 3a-hidroxitirucala-8,24-
dieno-21-6ico apresentam conformacdo cadeira-meia cadeira-meia cadeira-envelope
(MORA et al.,, 2001; YOUSUF et al., 2011), esta alteracdo da conformacdo se deve a
hibridizacdo do carbono 8 em sp2 nos triterpenos com instauracdo nos carbonos 7(8) e 8(9).

A segunda diferenca encontra-se na posicdo das metilas 18 e 30, que em
triterpenos da série damarano encontra-se ligadas no carbono 8 (C-8) em posicédo B e ligada ao
C-14 em posicdo a, respectivamente. Nos triterpenos da série eufdides a metila 18 encontra-se
ligadas no C-13 na posigdo o e as metila 30 ligada ao C14 na posigdo B (XU et al., 2004).

A terceira diferenca entre estas duas séries de triterpenos, esta relacionada a
estereoquimica do carbono 17, que em esqueletos damarano a posicao da cadeia lateral ligada
ao carbono 17 encontra-se acima do plano, conferindo uma configuragio 17p, e em
triterpenos eufdides, a cadeia lateral encontra-se para baixo do plano, conferindo a
configuracédo 17a.

Ja os triterpenos derivados do cation protoesteril (ou protoesteroide), cation com
conformacdo cadeira-bote-cadeira-envelope, sdo formados ap6s uma sequencia de migracées
e rearranjos no processo de biossintese (XU et al., 2004; NES, 2011). O triterpeno lanostano
(Figura 13A) adquire a conformacdo cadeira-cadeira-cadeira-envelope (sendo este anel
pentaciclico inverso ao anel pentaciclico dos eufdides). O triterpeno cicloartano (Figura 13B)
difere do lanostano durante o processo de biossintese, onde ocorre a ciclizagdo da metila 19

com o carbono 9 do esqueleto central, assim o triterpeno cicloartano adquire a conformagéo
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triterpenos eufoides, a cadeia lateral encontra-se para baixo do plano, conferindo a
configuragdo 17a.

J& os triterpenos derivados do cation protoesteril (ou protoesteroide), cation com
conformacao cadeira-bote-cadeira-envelope, sio formados apds uma sequencia de migragdes
e rearranjos no processo de biossintese (XU et al., 2004; NES, 2011). O triterpeno lanostano
(Figura 13A) adquire a conformagdo cadeira-cadeira-cadeira-envelope (sendo este anel
pentaciclico inverso ao anel pentaciclico dos eufdides). O triterpeno cicloartano (Figura 13B)
difere do lanostano durante o processo de biossintese, onde ocorre a ciclizagdo da metila 19
com o carbono 9 do esqueleto central, assim o triterpeno cicloartano adquire a conformagao
influenciada pelo anel de 3 membros, sendo ela cadeira-meia cadeira-cadeira torcida-
envelope ¢ invertendo a configuracdo entre os anéis B ¢ C, que em triterpenos lanostano

adquire uma configuracdo frans € em triterpenos cicloartano uma configuragao cis.

lanostano cicloartano (ou 9,19-ciclolanostano)

Figura 13: Estruturas dos esqueletos lanostano e cicloartano.

2.3.3.1 Triterpenos Damarano e Eufoides

Acidos triterpénicos de esqueleto tirucalano apresentam grande importancia na
composicdo quimica da oleorresina de Burseraceae. A pesquisa de varredura realizada por

Siani et al. (2012) avaliou por cromatografia a gas as oleorresinas de dez diferentes espécies
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de Burseraceae Neotropicais (nove espécies de Protium e uma espécie de Trattinnickia)
demonstrando que em 9 destas espécie, ocorrem acidos de esqueleto tirucalano.
A concentragdo entre as amostras em que foram detectados variou de tracos (< 1,0%), como
em Protium spruceanum, até concentragdes acima de 30% (soma das concentragdes dos trés
acidos avaliados) como em P. altsonii.

Estes acidos da série tirucalano conhecidos como acido 3a-hidroxitirucala-7,24-
dieno-21-6ico, acido 3a-hidroxitirucala-8,24-dieno-21-6ico, acido 3-oxotirucala-7,24-dieno-
21-6ico e acido 3-oxotirucala-8,24-dieno-21-6ico (Figura 14) sdo os triterpenos tetraciclicos
mais comuns em Burseraceae, sendo descritos em espécies de Aucomea, Boswellia, Bursera,
Canarium, Protium e Trattinnikia (MAIA et al., 2000; LIMA et al, 2004; ROBLES et al.,

2005; TESSIER et al., 1982).

A
Cc=C Cc=C
4cido 3a-hidroxitirucala-7,24-dieno-21-6ico ~~ A’® 4cido 3-oxotirucala-7,24-dieno-21-6ico ~ A’®
4cido 3o-hidroxitirucala-8,24-dieno-21-6ico ~ A¥? 4cido 3-oxotirucala-8,24-dieno-21-6ico ~ A*?

Figura 14: Triterpenos acidos de esqueleto tirucalano de Burseraceae

Além de acidos tetraciclicos, a presenca dos triterpenos eufdides hidroxilados
também fazem parte da composi¢do de Burseraceae, sendo isolado o tirucalol (Figura 15-A)
no género Dacryodes, na espécie Africana D. edulis e na espécie Neotropical D. hopkinsii
(LOEMBA-NDEMBI & SILOU, 2006; LIMA et al., 2004), e o triterpeno diidroxilado
20,24-diidroxieufa-2,8,22-trieno (Figura 15-B) das cascas de Boswellia serrata (SINGH &

BHAKUNI, 2006a).
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tirucalol 20,24-diidroxieufa-2,8,22-trieno

R, R,
20(S)-damarenediol-II OH H
3-¢pi-20(S)-damarenediol-II H OH

Rl R2
Isofouquierol H H
3B,16B,20R-triidroxidamara-24-eno 3p,16p,20S,25-tetraidroxi- H OH

-damara-23-eno

38,12B,16pB,208,25-pentaidroxi- OH OH
-damara--23-eno

Figura 15: Triterpenos tirucalano e damarano hidroxilados de Burseraceae

Ja os triterpenos hidroxilados da série damarano foram descritos inicialmente para
os géneros Boswellia ¢ Commiphora por Fattorusso et al. (1985) e Waterman & Ampofo
(1985), sendo reportados também para Crepidospermum rhoifolium ¢ Trattinnickia
burserifolia (LIMA et al., 2001; LIMA et al., 2004). De forma geral, os triterpenos

damaranos apresentam no minimo duas hidroxilas, como o 20(S)-damarenodiol-II e seu
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de Commiphora kua e até cinco hidroxilas, como o 3f,12p,16f,20S,25-pentaidroxidamara-23-
eno (Figura 15-F), obtido de Commiphora confusa.

Alguns triterpenos tetraciclicos damarano, eufano e tirucalano derivam do cétion
17B-epoxidamarenil (XU et al., 2004) resultando na ciclizacdo da cadeia lateral de carbonos
formando éteres e ésteres ciclicos contendo trés membros (epdxi), cinco membros
(tetrahidrofurano e y-lactona), seis membros (tetraidropirano) e sete membros (oxapano).
Os primeiros triterpenos com a cadeia lateral ciclica isolados de Burseraceae foram a
sapelina A (Figura 16-A) e a sapelina B (Figura 16-B), tirucalanos com um
anel tetraidropirano e oxapano, respectivamente, que foram obtidos das folhas de
Bursera klugii (JOLAD et al., 1977).

O triterpeno cabraleadiol (Figura 16C), triterpeno damarano com anel
tetrahidrofurano foi obtido das cascas de Commiphora dalzielii, junto com seu derivado
cetbnico, a cabraleona e seus derivado acetilado (WATERMAN & AMPOFO, 1985).
Posteriromente, o cabraleadiol foi obtido das folhas de Protium apiculatum (LIMA et al.,
2001) e seu derivado acetilado das oleorresinas de Commiphora confusa e C. holtziana
(DEKEBO et al., 2002a; MANGURO et al., 2009).

Recentemente, Singh & Bhakuni (2006b), isolaram da oleorresina de Boswellia
serrata o eufano com anel epdxi, 20,22-epoxieufa-24-eno-3-ona (Figura 16D). De Aucoumea
klaineana foram obtidas as Unicas lactona triterpénicas em Burseraceae, obtiveram da
oleorresina o flindissol y-lactona e a flindissona y-lactona (Figura 16F), juntamente a seus

derivados flindissol e flindissona, respectivamente (Figura 16 E) (GUANG-Y] et al., 1988).
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20,22-epoxieufa-24-eno-3-ona
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flindissol H OH flindissol y-lactona H OH
flindissona =0 flindissona y-lactona =0

Figura 16: Triterpenos ciclooxigenados de esqueleto damarano, eufano e tirucalano de Burseraceae

Nas espécies dos géneros Boswellia ¢ Commiphora foram isolados ainda
triterpenos de esqueleto mansubinano (Figura 17). Estes octanortriterpenos sdo derivados de
triterpenos damaranos, apos a perda da cadeia carbonica lateral. Inicialmente foram isolados o

mansubinol, a mansubinona e o acido 3,4-seco-mansubinoico da oleorresina de Commiphora
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incisa (PROVAN & WATERMAN, 1986). Mas varios outros triterpenos octanordamaranos,
além dos descritos, foram isolados de Burseraceae como o 15a-hidroximansumbinona e o
28-acetdxi-15a-hidroximansumbinona da oleorresina de C. kua (DEKEBO et al., 2002).
A mansumbina-13(17)-eno-3,16-diona; 16-0x0-3B-hidroximansumbina-13(17)-eno; 4acido
16-0x0-3,4-seco-mansumbina-4(28),13(17)-dieno-3-6ico foram isolados das cascas de

C. kua (PROVAN et al., 1992).

“ “
% ~
rd rd

mansubinol mansubinona

150-hidroximansumbinona 16-0x0-3B-hidroximansumbina-13(17)-eno

o O
H

acido 16-0x0-3,4-seco-mansumbina-

acido 3,4-seco-mansubindico _4(28),13(17)-dieno-3-oico

Figura 17: Triterpenos mansubinano (octanordamarano) de Burseraceae
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2.3.3.2 Triterpenos Lanostano e Cicloartano

Provan &Waterman (1988) identificaram os primeiros triterpenos tetraciclicos de
Burseraceae provenientes do cation protosteril, isolando o la,2a,3B-triidroxi-29-norlanosta-
8,24-dieno (Figura 18-A) e o la-acetoxi-3p-hidroxicicloarta-24-eno da oleorresina de
Commiphora incisa. Os lanostanos foram obtidos apenas de Santiria trimera, sendo
identificados os &cidos 3-0x0-20(R)-lanosta-7,24(E)-dieno-26-6ico (Figura 18-B) e
6p-acetoxi-3-0x0-20(R)-lanosta-7,24(E)-dieno-26-6ico (da SILVA et al., 1990).

Em estudos com os géneros Credidospermum e Dacryodes foram isolados os
triterpenos hidroxilados 3f,24-diidroxicicloarta-25-eno (Figura 18-D) e cicloartenol (Figura
18-C), respectivamente (LIMA et al., 2001; LOEMBA-NDEMBI & SILOU, 2006). Ja o
acido mangiferolico (Figura 18-E) foi isolado dos frutos de Protium bahianum em mistura
ternaria junto com os triterpenos a- ¢ B-amirina por Oliveira et al. (2006), contudo este
triterpeno teve apenas sua descricdo em anais de congresso, ndo sendo publicados seus
deslocamentos quimicos e sua identificacdo em periddicos cientificos até o presente
momento.

No género Commiphora, a presenca de triterpenos cicloartanicos com grande
variedade de sitios de oxidacdo foi recentemente descrita por Shen et al. (2008) e Yang &
Shi (2012), demonstrando a possibilidade de triterpenos da série cicloartano serem
encontrados em Burseraceae.

Yang & Shi (2012), identificaram ainda um triterpeno olideo, o 1a,2a-acetonideo-
-3B-hidroxicicloarta-24-eno (Figura 18-F). Este triterpeno isolado ndo foi identificado no
extrato bruto da oleorresina atraves de comparacao por CCD, sendo considerado pelos autores

possivelmente um artefato.
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Acido mangiferolico la,2a-acetonideo-3B-hidroxicicloarta-24-eno

Figura 18: Triterpenos lanostano e cicloartano de Burseraceae

2.3.4 Compostos Volateis de Burseraceae

Outra caracteristica marcante na familia Burseraceae ¢ o aroma exalado por
diversas partes da planta, como a oleorresina exsudada do tronco. Seus Oleos essenciais
também podem ser obtidos por hidrodestilacdo de folhas, caule e frutos além da oleorresina.
Apresentam em sua composicdo predominantemente monoterpenos € sesquiterpenos, sendo

descritos ainda alguns fenilpropanoides e derivados de hidrocarbonetos.
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Em Burseraceae, os principais monoterpenos sao derivados dos esqueletos das
séries p-mentano (monociclico) e pinano (biciclico) (Figura 19), sendo encontrados

majoritariamente nos 6leos essenciais das oleorresinas.

esqueleto esqueleto
mentano pinano

Figura 19: Esqueletos monoterpenicos comuns em Burseraceae

A espécie Protium heptaphyllum apresenta maior numero de estudos na familia,
por ser uma arvore comum em todo o Brasil. Estudos mostraram que o 6leo essencial extraido
de sua oleorresina ¢ rico em terpinoleno, p-cimeno e y-terpineno (SIANI ef al., 1999a &
1999b). Contudo a mesma espécie encontrada no Ceara apresentou uma constituicao diferente
em seu 6leo essencial, com alta concentracdao de a-felandreno, limoneno e a-pineno, além de
terpinoleno (BANDEIRA ef al., 2001).

A variagao da composi¢do quimica do 6leo essencial pode ser observada ainda
entre subespécies, como foi observado por Ramos et al. (2000), entre duas subespécies de
Protium paniculatum, P. paniculatum var. modestum e P. paniculatum var. riedelianum, e por
Marques et al. (2010), entre duas subespécies de Protium heptaphyllum, P. heptaphyllum ssp.
heptaphyllum e P. heptaphyllum ssp. ullei.

Em P. paniculatum var. modestum foram observados altas concentragdes de
p-cimeno e o-terpineno no 6leo essencial de sua oleorresina. J& em P. paniculatum var.
riedelianum p-menta-3-eno, o-felandreno, 1,8-cineol, B-felandreno e p-cimeno foram os

principais constituintes.
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Em P. heptaphyllum ssp. ullei foram observados limoneno, terpinoleno e
p-cimeno-8-ol com concentracdes acima de 10%. Ja para P. heptaphyllum ssp. heptaphyllum
concentragdes acima de 10% foram observadas para p-cimeno, diidro-4-careno e
n-tetradecano.

P. strumosum apresenta um O6leo essecial rico em p-cimeno, a-terpinoleno,
B-felandreno e p-cimeno-8-ol. J& em P. spruceanum, foram detectados concentragdes maiores
de p-cimeno e B-felandreno, sendo observados ainda a-pineno, a-felandreno e p-menta-3-eno
(RAMOS et al., 2000).

A composicdo do Oleo essencial da oleorresina de Protium hebetatum é
majoritariamente de p-cimeno, como diversos outros Oleos essenciais de Burseraceae,
apresentando ainda grandes concentragdes de o-pineno e B-felandreno. Para a espécie
P. altsoni 0os compostos majoritarios detectados foram a-pineno, p-cimeno e a-felandreno
(RAMOS et al., 2000).

No género Trattinnickia burserifolia, o 6leo essencial da oleorresina é composto
majoritariamente por a-felandreno, pB-felandreno e o-cimeno (LIMA, 2000). J& em
T. rhoifolium foram detectadas concentracdes maiores de p-cimeno e a-pineno, sendo que
0-cimeno néo foi observado (RAMOS et al., 2003).

A presenca de sesquiterpenos também é descrita para espécies da familia
Burseraceae. Sua ocorréncia é observada em O0leos essenciais obtidos das folhas, sendo
detectados em menores concentracdes nas outras partes de algumas espécies. Como
caracteristica marcante, os principais sesquiterpenos identificados sdo derivados de esqueletos

das séries muurulano, selinano, humulano e cariofilano (Figura 20).
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esqueleto muurolano esqueleto selinano
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esqueleto humulano esqueleto cariofilano

Figura 20: Esqueletos sesquiterpenicos comuns em Burseraceae

O primeiro estudo quimico dos 6leos essenciais das folhas em Burseraceae foi
realizado em 1951, por Bradley & Haagensmit (1951), onde reportaram para Bursera
microphylla apenas os monoterpenos o- ¢ B-felandreno junto com o acido tetraidroctimico.
Recentemente, a investigacdo fitoquimica do odleo essencial das folhas de B. simaruba,
apresentou a presenca majoritdria do monoterpeno limoneno e dos sesquiterpenos
B-cariofileno, a-humuleno e germacreno D (SYLVESTRE et al., 2007).

Nas folhas de Protium heptaphyllum foram detectados os sesquiterpenos
derivados de cariofileno: 9-epi-(E)-cariofileno e 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno, além da
trans-iso-longifolanona em maiores concentragdes, € do monoterpeno B-felandreno (PONTES
et al., 2007). Um composi¢ao similar de sesquiterpenos para o 6leo essencial das folhas desta
espécie foi observada por Bandeira et al. (2001), apresentando ainda grande concentragao do
monoterpeno mirceno.

O estudo dos Oleos essenciais das folhas de quarto espécies de Protium
(SIANI et al., 1999b) mostrou maiores concentragdes de o-humuleno, J-cadineno e

B-cariofileno em P. grandifolium, P. lewellyni e P. hebetatum. J& em P. strumosum, maiores
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concentracdes dos sesquiterpenos a- e B-selineno, e baixa concentragdo de B-cariofileno
foram observadas no 6leo essencial.

Em Protium icicariba, a composicdo do 6leo essencial de suas folhas apresentou
um percentual de monoterpenos de 23%, sendo 0s majoritarios 0 a-terpineno e o
a-terpinoleno, apresentando  concentracbes maiores para 0S  sesquiterpenoides
biciclogermacreno, a-copaeno e y-elemeno (SIANI et al., 2004).

Em 1964, a anélise do 0Oleo essencial dos galhos de Bursera graveolens detectou
0s monoterpenos limoneno, ao-terpineol e carvona (CROWLEY, 1964). Um estudo
recentemente publicado para a mesma espécie mostrou perfil similar com limoneno e

a-terpineol como majoritarios (YOUNG et al., 2007).

2.4 Avaliacdo do Perfil Quimico

A avaliacdo do perfil quimico € uma importante ferramenta para comparacao da
composicdo quimica entre espécies, em especial quando utiliza-se numero de amostras e
aplicam-se métodos quimiométricos. A analise do perfil cromatografico de uma mesma
familia apresenta grande valor no conhecimento de sua composi¢do, permitindo avaliar
espeécies que apresentem composicdo diferenciada, descartando assim estudos de fitoquimica
classica de espécies que levem a obtencdo de substancias ja estudadas. Por outro lado, pode-se
detectar espécies onde a presencga de composicdo mais similares pode levar a obtencéo de uma
fonte exclusiva de um composto em especifico.

Como ferramenta para confirmar a identificacdo das substancias volateis, Adams

(2009) aplica o indice de retencdo aritmético (IR) obtido em CG-DIC e a técnica de CG-EM.
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Assim, duas substancias com indices de retencéo proximos podem ser diferenciadas por meio
de seus espectros de massas.

Para o calculo do IR sdo utilizadas condi¢des cromatogréaficas especificas para a
amostra e para os padrdes de hidrocarbonetos (VAN DEN DOOL & KRATZ, 1963),

aplicando os dados dos tempos de retencdo coletados na seguinte equacéo,

IR =100x P, +100[ Rty ~ i) } eq. 1
(Rt(Pz+l) - Rt(Pz))

onde, Pz é o numero de carbonos do padrao de hidrocarboneto que elui antes da substancia de
interesse (anterior ao Rt()); Rtx) € o tempo de retencéo da substancia de interesse, Rtp;) é 0
tempo de retencdo do padréo de hidrocarboneto que possui eluicdo imediatamente anterior ao
Rtx), Rtpz+1) € 0 tempo de retencéo do padréo de hidrocarboneto de eluigdo posterior ao Rty.

A espectrometria de massas pode ainda ser utilizada na determinagdo de
triterpenos, pois segundo Djerassi et al. (1962); Budzikiewcz et al. (1963) e Ogunkoya
(1981), o estudo estrutural de triterpenoides policiclicos pode ser usado facilmente através
desta técnica.

Os espectros de massas desta classe de substancias vém sendo amplamente
descritos desde a década de 50. Contudo, os mecanismos envolvidos nas fragmentacdes
mesmo nado sendo totalmente compreendido, comegaram a ganhar destaque a partir da década
de 60, promovendo a identificacio de amostras complexas (DJERASSI et al., 1962;
BUDZIKIEWICZ et al., 1963; THOMAS & WILLHALM, 1964; KARLINER & DJERASSI,
1966; OGUNKOIA, 1981; SHIOJIMA et al.,, 1992; PAPAGEORGIOU et al., 1997;
ASSIMOPOULOU & PAPAGEORGIOU, 2005a & 2005b).

De-la-Cruz-Cafiizares et al. (2005), avaliaram as oleorresinas de Canarium

luzonicum e Bursera cuneata, utilizadas como verniz em pinturas. A andlise realizada
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mostrou variacdo entre as duas espécies, segundo o perfil por CG-EM. Contudo, a anélise
realizada apenas por CG-EM pode levar a consideracGes errbneas, ndo mostrando a
veracidade da composicdo nas oleorresinas, principalmente se tratando dos compostos
volateis.

Para isto, Silva et al. (2009), ao estudarem o extrato em hexano de 7 espécies de
Protium, realizaram a analise do IR por CG-DIC além da analise por CG-EM para a analise
dos compostos volateis, sendo os triterpenos identificados exclusivamente por CG-EM. Desta
forma, este estudo apresentou um resultado mais confiavel, pela utilizagdo de duas técnicas de
identificacéo.

Utilizando de indice de retencdo e espectrometria de massas Siani et al. (2004)
avaliaram a composicao volatil, de hidrocarbonetos e triterpenoidica para a cera epicuticular
obtida das folhas de Protium icicariba. Em um trabalho mais recente Siani et al. (2012)
avaliaram apenas os triterpenos mais comuns de Burseraceae através de CG-EM,

identificando assim triterpenos das séries oleanano, ursano, friedelano e tirucalano.

2.5 Potencial Citotoxico contra Linhagens de Células Tumorais

Uma das aplicacdes de substancias obtidas de produtos naturais e de seus
derivados é sua utilizacdo no tratamento de cancer, iniciado na metade do Século XX, onde os
alcaloides vimblastina e vincristina, extraidos de Catharanthus roseus; o taxol, um diterpeno
alcaloidico extraido de Taxus brevifolia; o irinotecano e o0 topotecano, derivados
semissintéticos da camptotecina, um alcaldéide quinolinico extraido da Camptotheca
acuminata; a lignana podofilotoxina e analogos extraidos de espécies de Podophyllum se

destacam no tratamento de tumores (SOUZA et al., 2007; MONTANARI & BOLZANI,
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2001; GRAGG et al., 2009; da ROCHA et al., 2001; NEWMAN et al., 2003; NEWMAN &
GRAGG, 2007).

Os O6leos-essenciais presentes na oleorresina e nas folhas de espécies de Protium
mostraram efeito inibitorio de crescimento das linhagens de células JJ74 (células monociticas
de rato), SP2/0 (célula de plasmocitoma de rato) e Neuro-2A (células neuroblastoma de rato).
Este efeito foi atribuido principalmente a presenca de monoterpenos nos 0leos essenciais
(SIANI et al., 1999b). No dleo essencial das folhas de Bursera simaruba, foram observadas
atividade citotdxica nas linhagens de células A-549 (carcinoma de pulméao humano) e DLD-1
(adenocarcinoma de colon humano), sendo descrito neste 6leo essencial ativo os terpendides
limoneno, p-cariofileno, a-humuleno e germacreno D como constituintes majoritarios
(SYLVESTRE et al., 2007).

Além do 6leo essencial, extratos do caule e da folha vém sendo testados na busca
de novos agentes terapéuticos. Os extratos obtidos das cascas de Protium heptaphyllum e P.
unifoliolatum foram avaliados em oito linhagens de células tumorais (TAYLOR et al., 2006).
A citotoxicidade para os extratos destas duas espécies foi observada apenas em duas linhagens
de células tumorais A549 e CALU-6 (carcinoma de pulmdo humano) para o extrato de P.
heptaphyllum, e nas linhagens de células tumorais CALU-6 e CACO-2 (carcinoma de co6lon
humano) no extrato de P. unifoliolatum. Em ambas espécies, foram observadas atividade de
inibicdo nas concentracdes de 100 e 1000 pg/mL, ndo sendo observada atividade inibitoria na
concentragéo de 10 pg/mL.

O extrato etandlico da oleorresina de Boswellia serrata, contendo &cidos
boswélicos e seus derivados, foi avaliado contra linhagens de células de linfoblastoma
humano (K-562 e MOLT-4), de leucemia promielocitica humana (HL-60), de leucemia
monocitica humana (U937 e THP-1) e de glioblastoma cerebral humano (LN-18, LN-229).

Nos ensaios de atividade citostatica, os resultados demonstraram uma maior atividade contra
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as linhagens de células leucémicas K-562, U937 e MOLT-4. No estudo de morte celular foi
observada apoptose através de mudancas morfologicas, sendo esta atividade e confirmada
através de metodos de deteccdo por citometria de fluxo de DNA marcado por iodeto de
propidium (HOSTANSKA et al., 2002).

Em ensaios utilizando extratos metanolicos de casca de Boswellia dioscorides,
B. socotrana e Commiphora ornifolia, Mothana et al. (2009) obtiveram uma concentracéo
inibitoria minima de 50% (Clsp) entre 18,4; e 29,0 ug/mL para a linhagem de célula tumoral
5637 (carcinoma de bexiga urinaria humano) e entre 24,9; e 27,6 ug/mL para a linhagem de
célula tumoral A-427 (carcinoma pulmonar humano). J& para o extrato metanolico da casca de
C. ornifolia 5637 foram observadas Clsy de 30,2; 38,5; e 35,1 ug/mL para as linhagens de
células tumorais 5637, MCF-7 (carcinoma de mama humano) e A-427, respectivamente.

Outra avaliacdo de extratos, realizada para dez diferentes espécies de
Commmiphora avaliou o extrato das folhas e dos galhos obtidos por maceracdo em
cloroférmio : metanol (1:1) (PARASKEVA et al., 2008). Dentre as 10 espécies avaliadas
apenas Commiphora glandulosa apresentou atividade para as trés linhagens de células
tumorais avaliadas, linhagem HT-29 (adenocarcinoma de colon), MCF-7 (adenocarcinoma
humano de mama) e SF-268 (glioblastoma neuronal humano). As menores Clsy contra as
linhagens HT-29 foram obtidas do extrato das folhas de C. glandulosa (52,3 ug/mL), ja para a
linhagem MCF-7 a menor Cls, foi obtida para o extrato dos galhos de C. pyracanthoides e
C. glandulosa (20,6 e 24,3ug/mL, respectivamente), e para a linhagem SF-268, e 0 menor
Cls foi obtido para o extrato das folhas de C. pyracanthoides (68,5 pug/mL).

Os estudos com espécies de Burseraceae ndo ficam apenas em 0leos essenciais e
extratos, alguns estudos buscam avaliar os compostos presentes em sua composicdo e até

derivados semissintéticos.
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Akihisha et al. (2006) avaliaram o potencial de dezesseis &cidos triterpénicos em
trés linhagens de ceélulas de neuroblastoma humano (IMR-32, NB-39 e SK-N-SH).
As substancias mais ativas contra a linhagem NB-39 foram os acidos 11-oxo-p-bosweélico,
3-acetil-11a-metoxi- B-boswélico, 9,11-deidro-p-boswélico e 3a-hidroxitirucala-7,24-dieno-
21-0ico, com atividade comparada (Clsp entre 13,4 e 28,2 mM) a do padrdo cisplatina
(Clsp 26,0 mM). Contra a linhagem SK-N-SH, os &cidos 3-acetil-a-bosweélico (Clsp 24,0 mM),
acetil-lupedico (Clsp 4,7 mM) e 3a-acetoxitirucala-7,24-dieno-21--6ico (Clso 22,2 mM)
exibiram concentracfes semelhantes ao padrao (Clsp 23,0 mM). Ja para a linhagem IMR-32,
apenas acido acetil lupedico apresentou maior atividade dentre os acidos testado
(Clsp 4,1 mM), contudo sua atividade foi muito inferior a cisplatina (Clsp 0,73 mM).

Em outro trabalho, uma mistura dos acidos 3-acetoxi-a- e 3-acetoxi-B-boswélico
(1:1) foi testada nas linhagens celulares de linfoblastoma humano (K-562), de leucemia
promielocitica humana (HL-60, ML-1, SKNO-1 e NB4) e de leucemia monocitica humana
(U937). Os dados sugeriram que a atividade citotdxica nas linhagens NB4 e HL-60 pela
mistura destes acidos triterpénicos esta associada a expressdo dos mRNA DR4 e DR5, que
leva a ativagdo indireta da enzima caspase-8, seguido de ativacdo da caspase-3 induzindo a
morte celular por apoptose (Xia et al., 2005).

Ja os resultados obtidos para os triterpenos acidos de esqueleto tirucalano, 3-oxo-
tirucala-8,24-dieno-21-6ico (Figura 14, pg. 42), 3a-acetoxi-tirucala-8,24-dieno-21-6ico e 3p-
acetoxi-tirucala-7,24-dieno-21-6ico, mostraram atividade citotdxica frente as linhagens de
células de cancer de prostata LNCaP e PC-3 (ESTRADA et al., 2010). O estudo do
mecanismo de acdo destas substancias demostrou potencial como inibidores de proteina
quinase B (AKT), levando a célula tumoral a morte por apoptose, sendo os triterpenos

acetilados com maior potencial dentre os trés acidos.
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Triterpenos de esqueleto cicloartano isolados por Shen et al. (2008) foram
avaliados contra as linhagens de células de tumorais de prostata humano, PC3 e DU145.
Porém os estudos mostraram que as atividades destes triterpenos foram moderadas, néo tendo
sido dada continuidade aos estudos.

Os estudos atualmente estdo avaliando derivados semissintéticos de triterpenos
comuns de Burseraceae, como o de Chashoo et al. (2011), que avaliaram o efeito de derivado
de acido 11-oxo-B-boswélico, e de Barros et al. (2011) que avaliaram a citotoxicidade de
quatro derivados dos triterpenos a- ¢ -amirina.

O é&cido 3-O-propionil-11-oxo-B-bosweélico (Figura 21 A), sintetizado a partir do
acido 11-oxo-B-bosweélico foi avaliado contra oito linhagens de células tumorais humanas
IMR-32, SF-295 (ambas de neuroblastoma), PC-3 (prostata), Colo-205 (c6lon), MCF-7
(mama), OVCAR-5 (ovario), HL-60, Molt-4 (ambas de leucemia), apresentando significante
atividade citotdxica (Clsp 7,11-15,9ug/mL) (CHASHOO et al., 2011). Neste trabalho foi
avaliado ainda o mecanismo de morte celular sendo observada ativacdo de apoptose nas
células HL-60 associada & perda de membrana mitocondrial, liberagdo do citocromo C e
ativacdo de caspases indutoras de clivagem de polimerase adenosina difosfato ribose e
inibicdo de topoisomerases | e Il. Os estudos in vivo realizados em murinos revelaram que o
acido 3-O-propionil-11-oxo-p-boswélico apresenta atividade anticancerigena, sendo que estas
investigacOes fornecem um apoio substancial para seu uso na quimioterapia.

Os quatro derivados dos triterpenos a- e B-amirina avaliados contra as linhagens
de células tumorais HL-60, MDAMB-435 (melanoma humano), SF-295 (glioblastoma
humano), HCT-8 (colon humano) (BARROS et al, 2011) mostraram que o
3-O-carboximaleniato de a- e B-amirina (Figura 21B) apresentou citotoxicidade relevante
contra a linhagens HL-60, apresentando valores de Clsg de 0,94pg/ml (1,8uM) a 1,84 pg/ml

(3,0 uM). O tratamento dos resultados obtidos em ensaios de andlise morfoldgica,
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fragmentacdo de DNA, externalizacdo de fosfatidilserina e ativacdo das caspases 3 e 7
constataram que os efeitos citotoxicos pela mistura destes derivados esta relacionado a
capacidade de ativacdo significativa das caspases 3 ¢ 7 nas concentragdes de 3 ¢ 6 uM,
respectivamente, sugerindo que esta mistura induz a morte celular por apoptose na linhagem

celular HL-60.

R, Ry
3-O-propionil-11-oxo-B-boswélico 3-O-carboximaleniato de a-amirina ~ CHj H
3-O-carboximaleniato de B-amirina H CH;

Figura 21: Derivados semissintéticos de triterpenos obtidos de Burseraceae com atividade citotdxica



3. METODOLOGIA

3.1 Amostras Analisadas

Os extratos das oleorresinas de Burseraceae constituem parte das amostras
armazenadas do Projeto de Pesquisa Breus da Amazénia do Grupo de Pesquisa Quimica de
Biomoléculas da Amazénia (Q-BiomA). As coletas foram realizadas em varias localidades da
Amazonia Brasileira, além de uma amostra proveniente de Pernambuco.

Na Tabela 3 apresentam-se as espécies coletadas para o desenvolvimento deste
trabalho, apresentando as siglas utilizadas em imagens, graficos e Tabelas, o nimero de
registro de exsicata e periodo de coleta. Partes das espécies coletadas na Reserva Florestal
Ducke fizeram parte do Projeto Flora da Reserva Ducke, onde se encontram identificadas e

catalogadas.



Tabela 3: Espécies de Burseraceae coletadas e nimero de exsicata.
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NOME CIENTIFICO

ABREVIATURA EXSICATA

PERIODO DE COLETA

Dacryodes hopkinsii
Protium apiculatum
. aracouchini
. bahianum
. decandrum
. divaricatum ssp. divaricatum
. elegans

. cf. ferrugineum

P
P

P

P

P

P

P. gallosum
P. giganteum var. giganteum
P. heptaphyllum ssp. ullei

P. cf. laxiflorum

P. nitidifolium

P. cf. opacum var. opacum
P

. paniculatum var. modestum
(syn. P. paniculatum var. "Nova")

P. paniculatum var. riedelianum
P. polybotryum ssp. blackii

P. cf. rubrum

P. spruceanum

P. strumosum

P. tenuifolium

Tetragastris panamensis
Trattinnickia glaziovii

Trattinnickia peruviana

DHO
PAP
PAR
PBA
PDE
PDD
PEL
PFE
PGA
PGG
PHU
PLA
PNI
POO

PPM

PPR
PPB
PRU
PSP
PST
PTE
TPA
TGL
TPE

184970 @
178204 @
178230 @
23455 ®
191302 @
181013 @
PFRD-(2691) ©
178251 @
191895 @
178269 @
191293 @
PFRD-(1668) ©
191312@
PFRD-(1616) ©

1413737 @
191303 @

191892 ©
178196 @
178234 @
189706 @
178257 ©
PFRD-(1654) ©
191311 @
178266 @
PFRD-(3280) ©

2007
Junho/2009
Novembro/2006
2007
Novembro/2006
2007
Novembro/2006
Novembro/2006
2007
2007
Novembro/2006
Novembro/2006
Outubro/2009
Novembro/2006

Novembro/2006

Novembro/2006
Novembro/2006
2007
2007
Novembro/2006
Novembro/2006
2007
2007
Novembro/2006

@ Exsicata depositada no Herbario do INPA, parte do Projeto Flora da Reserva Ducke; ® Amostra
cedida pelo Prof. Dr. Claudio Camara, depositada no Herbario Vasconselos Sobrinho da UFRPE; ©
Individuos catalogados no Projeto Flora da Reserva Ducke sem flores/frutos [PFRD-(nimero de
catalogagdo no projeto)]; @ Exsicata depositada no Herbario do Jardin Botanico de Nova lorque,

proveniente do Projeto Flora da Reserva Ducke.
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3.1.1 Obtencéo dos Extratos

Os extratos foram obtidos no projeto de mestrado em Quimica da Universidade
Federal do Amazonas intitulado “Estudo Fitoquimico do Oleo-resina de Espécies da Familia
Burseraceae”, de 2008, com exce¢do da maceracdo da segunda amostra de Protium
apiculatum (PAP-2) e da segunda amostra de Protium nitidifoium.

As amostras foram limpas manualmente e armazenadas em refrigerador até o
procedimento de extracdo. A extracdo foi realizada submetendo as amostras das oleorresinas a
cinco extragdes para cada solvente em ordem crescente de polaridade (Figura 22). Como
solventes foram utilizados hexano P.A. destilado e acetato de etila P.A. destilado. A fragédo
insoltvel em acetato de etila foi avaliada anteriormente (RUDIGER, 2008). Os extratos foram
filtrados e submetidos & concentracdo em evaporador rotatério sob pressdo reduzida. As
amostras foram transferidas para frascos de vidro, cobertos por folhas de aluminio, secas a
temperatura ambiente, e posteriormente acomodados em dessecador até a pesagem e calculo
de rendimento (Tabela 4). Apos, as amostras foram cuidadosamente vedadas e armazenadas

em refrigerador.



Limpeza das
Oleorresinas

Extracdo com
Hexano

Material insolGvel
em hexano

Extracdo com
Acetato de Etila

Material Insoltvel
em Acetato de Etila

Figura 22: Diagrama de extracdo das oleorresinas das Burseraceae
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Tabela 4: Rendimento dos extratos das amostras de Burseraceae

Oleorresina Extrato em Hexano Extrato em Acetato de Etila
Amostra
Massa (g) Massa(g) Rendimento (%) Massa(g) Rendimento (%)
DHO 0,4912 0,1401 28,5 0,0058 1,2
PAP 100,84 51,6471 51,2 46,6791 46,3
PAR 3,0986 1,5440 49,8 1,3010 42,0
PBA 20,7891 13,4082 64,5 5,6054 27,0
PDE 0,6478 0,2677 41,3 0,3158 48,7
PDD 0,0148 0,0101 68,2 0,0018 12,2
PEL 0,4775 0,1574 33,0 0,1765 37,0
PFE 4,1815 3,8385 91,8 0,0561 1,3
PGA 0,0348 0,013 37,4 0,0089 25,6
PGG 1,8918 1,2867 68,0 0,235 12,4
PHU 12,0048 5,4526 454 5,1758 43,1
PLA 0,2897 0,2326 80,3 0,0061 2,1
PNI 8,8954 6,1222 68,8 1,5473 17,4
POO 0,8080 0,3557 44,0 0,1504 18,6
PPM 45,3800 9,8987 21,8 27,8791 61,4
PPR 25,1513 18,2432 72,5 4,6516 18,5
PPB 0,7715 0,6117 79,3 0,1092 14,2
PRU 0,1661 0,0389 23,4 0,0606 36,5
PSP 5,8182 2,0922 36,0 2,7146 46,7
PST 36,6724 18,0321 49,2 12,3967 338
PTE 8,0093 2,4274 30,3 5,0044 62,5
TPA 14,0502 3,4997 24,9 9,1362 65,0
TGL 1,5136 0,7679 50,7 0,4657 30,8

TPE 30,0026 20,1008 67,0 0,5625 19
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3.2 Perfil Quimico dos Extratos em Hexano

O perfil quimico dos compostos volateis presentes no extrato em hexano das
oleorresinas foi obtido pelo indice de Retencdo Aritmético (IR) e a comparagdo dos espectros
de massas, segundo Adams (2009). A técnica € utilizada para a identificacdo de substancias
volateis em 6leos essenciais, podendo ser utilizada para a detec¢do destes mesmos compostos
volateis em extratos obtidos em hexano. Para o célculo do IR foram utilizadas condigdes
cromatograficas especificas para a amostra e para os padrdes de hidrocarbonetos (de C9 a
C20).

A avaliacdo dos compostos ndo volateis, como 0s triterpenos, comuns em
oleorresinas de Burseraceae, foi realizada pela comparacdo dos espectros de massas obtidos

por CG-EM com os espectros descritos em literatura.

3.3 Técnicas para separacao, isolamento e purificacao

3.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A avaliacdo do comportamento cromatografico de cada amostra foi avaliada por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Para as analises de CCD foram utilizadas placas
cromatograficas de gel de silica CF60 da Sorbent Thecnologies de 5 cm de comprimento e 4
cm de percurso cromatografico. As amostras foram aplicadas em ponto com uma distancia de
0,5 cm entre as amostras. Foram avaliados solventes puros e mistura binarias, ternarias e
quaternarias com os solventes n-hexano, diclorometano, éter etilico, cloroférmio, acetato de

etila, isopropanol, acetona, etanol e metanol. As separacdes foram observadas pelos
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reveladores fisicos UV 365 nm, UV 254 nm e iodo, e pelos reveladores quimicos, sulfato

cérico IV e vanilina sulfarica.

3.3.2 Cromatografia em Coluna Aberta em Fase Normal (CC)

Os extratos submetidos a cromatografia em coluna aberta em fase normal
utilizaram como fase estacionaria gel de silica Silicycle G60 (70-230 mesh). As eluentes
utilizados nos processos foram determinados por CCD. A relagdo de massa de amostra para
massa de silica seguiu as seguintes proporcoes:

As CC foram realizadas em colunas de vidro com diametro interno (i) de 1 cm,
1,5cm, 2 cm, 3,5 cm e 4 cm. As colunas foram preparadas com uma base inferior de algodéo
(1 cm de altura) e uma camada de areia tratada (0,5cm de altura, maximo), base esta de

suporte para o gel de silica.

3.3.3 Cromatografia em Coluna “Flash” (CCF)

A cromatografia em coluna “Flash” foi utilizada para isolamento de substancias
que apresentaram uma diferenca do fator de retengdo (ARf) por CCD igual ou maior que 0,1
na fracdo a ser aplicada a técnica. Foi realizado o procedimento descrito por Still, Khan &
Mitra (1978), sendo utilizado como fase estacionaria gel de silica Silicycle SiliaFlash F60
(230-400 mesh), com sistema de eluente isocrético, sob pressdo de 2 Ibf/pol’. A altura da

coluna de gel de é estipulado em 15 cm, sendo o volume de eluente, o didmetro interno da
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coluna, a quantidade de fracdes e a massa de amostra determinado pelo ARf, como mostra a

Tabela 5.

Tabela 5: Especificacdes para Cromatografia em Coluna “Flash”

Diametro Internoda ~ Volume de Massa de Amostra Utilizada Volume coletado
Coluna Eluente (mg) em cada fragdo
(mm) (mL) ARf>0,2 ARf>0,1 (mL)
10 100 100 40 5
20 200 400 160 10
40 600 1600 600 30

Tabela adaptada de Still, Khan & Mitra (1978)

3.3.4 Cromatografia em Coluna com Gel de Silica Impregnada com KOH (CTI)

Para a obtencdo de acidos de natureza terpénica de extratos em acetato de etila da
oleorresina, estes foram submetidos a cromatografia em coluna com gel de silica impregnado
com KOH (CTI), segundo descrito por Pinto et al., (2000). A técnica consiste em fracionar a
amostra em duas partes, uma fragao de substancias nao acidas (constituida de hidrocarbonetos

e alcoois), e uma fragdo acida, obtida na forma de sais de potassio.

3.3.4.1 Preparo da Silica

A silica impregnada com KOH foi preparada adicionando 50 mL de solucdo de
KOH 10% em 100g de gel de silica 70-230 mesh da Sorbent Technologies, obtendo assim,

um gel de silica totalmente umidificado. Apds a preparacdo, o gel de silica foi seco em estufa
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a 100 °C por 24h obtendo uma secagem total da mesma. O gel de silica impregnado com

KOH foi armazenado em recipiente de plastico até sua utilizacéo.

3.3.4.2 Método Cromatografico Utilizando Silica Impregnada com KOH

O processo de CTI ocorre em duas etapas: a etapa 1 consistiu em coletar duas
fragdes: uma primeira onde se utilizou diclorometano, e uma segunda fracdo onde se utilizou
metanol. A fracdo eluida em diclorometano deu origem a fracdo de ndo acidos e a fracéo
obtida em metanol (fracdo de sais de potassio) é acidificada na etapa 2 e extraida com

diclorometano, dando origem a fracdo de &cidos terpénicos (Figura 23).

/ Cromatografia em Coluna Acidificacdo e Particio \
SIO2/KOH (CTI)
Etapa 1 Etapa 2
Fragdo em Metanol _!
+ HyO(gesiitagay / H
Gel de silica
impregnada com KOH Extragdo com
Diclorometano
Fragio em Fragdo em Fragdo de acidos obtidas
Diclorometano Metanol em pH mensurado
(Fragdo Salina) (pH8e4)

R s

Figura 23: Esquema do processo de cromatografia de com silica impregnada com KOH
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O fracionamento utilizou 10 g de gel de silica impregnado com KOH para cada
grama de extrato obtido em hexano e entre 20 e 30 g de gel de silica impregnado com KOH
para cada 1 g de extrato obtido em acetato de etila.

As fracbes em metanol foram concentradas imediatamente em evaporador
rotatorio sob presséo reduzida. Apos a concentragéo foram adicionados 30 mL de HO(gestitada)
e a solucdo transferida para um funil de separacéo contendo 30 mL de diclorometano (DCM)
e agitado vigorosamente (neste processo ocorre a formacdo de uma emulsdo devido a
presenca dos sais organicos de potassio).

Foram realizadas leituras do pH inicial da solucdo (pH entre 11 e 14), e em
seguida a solucdo foi acidificada adicionando HCI 1N (a leitura do pH foi realizada utilizando
pHmetro Digimed, modelo DM-22).

A solucdo salina obtida do extrato em hexano foi acidificada até pH 4. Em
seguida procedeu-se com cinco extracdes de 30 mL de diclorometano, dando origem uma
fracdo de &cidos obtida neste pH.

As solugdes salinas obtidas de extratos em acetato de etila foram acidificadas até
pH 8, onde se procedeu com cinco extra¢des de 30 mL de DCM, dando origem uma fracéo de
acidos obtida no pH 8 (é necesséria a adicdo de uma solucdo de NaCl saturada seguido de
agitacdo até a quebra da emulsdo). Apos a extracdo das fracbes no pH 8, as solucbes foram
acidificadas até pH 4, onde se procedeu também com cinco extragdes de 30 mL de DCM,

dando origem uma fracéo de &cidos obtida no pH 4.
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3.3.5 Recristalizacéo

Em sistemas onde uma substancia apresenta-se majoritaria na forma de cristais
contendo contaminantes, e que apresentem dificuldade de separacdo pelos processos de
cromatografias cléssicos, utilizou-se a técnica de recristalizacdo visando obter a substancia
majoritaria cristalizada e a substancia minoritaria (contaminante) dissolvida no solvente
utilizado (dgua mée). Para este processo ser eficiente, sdo necessarias no minimo trés
recristalizacdes. Para cada amostra um solvente (ou mistura de solventes) em especifico foi

utilizado.

3.4 Analises Instrumentais

3.4.1 Cromatografia a Gas com detector de lonizacdo de Chama (CG-DIC)

Os extratos obtidos em hexano de 23 espécies da familia Burseraceae foram analisados
em CG-DIC modelo GC 2010 da Shimadzu. Para a analise foram utilizadas as seguintes
condicdes, temperatura do injetor: 250 °C; modo de injecéo: split 1:10, gas de arraste: hélio
(He), fluxo de 1,00 mL/min. Coluna CPSIL 5CB (15 m x 0,25 mm x 0,25 pm). A
programacédo do forno teve como temperatura inicial de 60°C com gradiente de 2°C/min até
180 °C, seguido de um gradiente de 20°C/min até 260 °C com um novo gradiente de 2 °C/min
até 290 °C com isoterma de 15 min. Total: 94 min. Temperatura do Detector: 300 °C.
As areas determinadas por integracdo dos picos gerados no cromatograma foram utilizadas
para a quantificacdo das substancias. Os cromatogramas foram obtidos na Central Analitica

do Centro da Biotecnologia da Amazonia (CBA).
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3.4.2 Espectrometria de Massas

3.4.2.1 Cromatografia a Gas com detector de Espectrometro de Massas (CG-EM)

O cromatograma de ions totais (TIC) e os espectros de massas foram obtidos em
cromatografo a gas modelo GC6890 da Agilent com detector espectrobmetro de massas
modelo MS5673 no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro e no
cromatografo a gas com detector espectrémetro de massas modelo QP-2010 da Shimadzu, na
Central Analitica do Centro de Biotecnologia da Amazonia.

Para a analise do Perfil quimico, os TIC's dos extratos em hexano de 23 espécies
foram obtidos em cromatdgrafo a gas modelo GC6890 da Agilent. Para a analise foram
utilizadas as seguintes condi¢des, temperatura do injetor: 250 °C; modo de injec¢&o: split 1:10,
gas de arraste: hélio (He), fluxo de 1,00 mL/min. Coluna DB-5 (5%fenil
95%metilpolisiloxano) da Agilent (30m x 0,25mm x 0,25 pm). Foi utilizada a mesma
programacéo de temperatura do forno do CG-DIC. Os espectros de massas foram obtidos por
Impacto Eletronico (70eV).

Para as analises das fracGes puras e semi-puras, os TIC foram obtidos em
cromatografo a gas com detector espectrdmetro de massas modelo QP-2010 da Shimadzu.
Para a andlise foram utilizadas as seguintes condi¢des, temperatura do injetor: 250 °C; modo
de injecdo: split 1:10, gas de arraste: hélio (He), fluxo de 1,00 mL/min. Coluna DB-5 (5%
fenil, 95% metilpolisiloxano) da Agilent (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). A programagdo do
forno teve como temperatura inicial de 60 °C até 250 °C (10 °C/min), seguido de um
gradiente de 250 °C até 290 °C (3 °C/min), e em 290 °C a aplicagéo de isoterma de 10min. Os

espectros de massas foram obtidos por ionizac¢do gerada por Impacto Eletrénico (70eV).
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3.4.2.2 Espectrometria de Massas por Captura de fons (EMCI)

Os ions Quasi moleculares e seus fragmentos foram adquiridos em espectrometro
de massa por captura de ions LCQ-Fleet, da Thermo Fisher Scientific, localizado na Central
Analitica da UFAM sob supervisdo do Prof. Dr. Afonso Duarte de Souza. As amostras foram
solubilizadas em metanol HPLC na concentracdo de 10 pg.mL™, pré-ionizadas com 10 pL de
NH3OH , e injetadas por insercao direta no espectrometro de massas com fluxo de 30 puL/min.
Posteriormente, as amostras foram infundidas por uma bomba de injecdo automatica com um
fluxo continuo de 10ul/min e ionizadas por eletrospray (IES), sendo os ions observados no
modo negativo [M — H]". Os Espectros de Massas por Captura de fons foram editados no

software Xcalibur 2.0.7.

3.4.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensional e
bidimensional foram realizados em espectrometro INOVA-500 da Varian, localizado na
Central Analitica do CBA. Os espectros unidimensionais de RMN *H foram operados em 500
MHz, de RMN **C com Hidrogénio Desacoplado e de Intensificacdo da Distorcdo por
Transferéncia de Polarizacdo (DEPT - distortionless enhancement by polarization transfer)
foram operados 125 MHz. Foram realizados ainda o0s experimentos de correlagéo
espectroscopica homonuclear (COSY), de correlagdo heteronuclear multiplo-quéantica

(HSQC) e de coeréncia heteronuclear atraves de muitas ligacbes (HMBC).
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Como solvente das amostras foram utilizados cloroformio deuterado (CDCls),
acetona deuterada (D3CC(=0)CD3) e metanol deuterado (D3;COD), informacdo detalhada
individualmente nos espectros.

Como referéncia para os deslocamentos quimicos (0) dos espectros de RMN He
RMN 3C foram utilizados os & conhecidos dos solventes utilizados. Os FID’s (Decaimento
de Inducdo Livre, do inglés “Free Induction Decay”) obtidos foram convertidos para o
domino de frequéncias de ressonancia através do software ACD/NMR Processor Academic

Edition versdo 12.01 da Advanced Chemistry Development, Inc (ACD Labs).

3.5 Analise Estatistica Multivariada

As analises estatisticas multivariadas foram realizadas utilizando Software R,
versdo 2.14.0 com pacote RcmdrPlugin.FactoMineR v.1.01., um programa de software livre
desenvolvido pelo R Development Core Team (2011). Os dados obtidos por cromatografia
em fase gasosa foram submetidos a Analise de Componentes Principais (PCA) e

Agrupamento Hierarquico dos Componentes Principais (HCPC).

3.6 Determinacao da Atividade Antitumoral in vitro

A atividade antitumoral foi avaliada por Varredura de Alta Capacidade (HTS - high
throughput screening) contra as linhagens de células cancerigenas HCT-8 (co6lon humano),
MDA/MB-435 (melanoma de mama humano) e SF-295 (glioblastoma humano) pelo método

do MTT, semelhante ao utilizado no programa de screening do National Cancer Institute dos
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Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990).
E um método réapido, sensivel e barato, descrito primeiramente por Mosman (1983), tendo a
capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabolico da célula. E uma anélise
colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente
nas células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir
facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

As amostras de 14 extratos obtidos em hexano e 14 extratos obtidos em acetato de
etila da oleorresina de diferentes espécies de Burseraceae foram dissolvidas em DMSO puro
estéril e testadas na concentracdo final de 50 pg/mL. Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara sob supervisdo da

Prof®. Dr?. Claudia do O Pessoa.

3.6.1 Material

As linhagens tumorais foram cedidas pelo Instituto Nacional do Céncer (EUA),

tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1

% de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO».\

3.6.2 Avaliacdo da Atividade Antitumoral in vitro

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cél/mL para as

linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-8. Em seguida
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foram adicionadas as amostras na concentracao final de 50ug/mL As placas foram incubadas
por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram
centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram adicionados 150 uL da solugéo
de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds
dissolucdo do precipitado com 150 uL de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a
595nm.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média
(DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad

Prism.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presente Tese deu continuidade ao estudo fitoquimico da familia Burseraceae
do grupo de pesquisa Q-BiomA iniciado em 2005 (RUDIGER, 2008), quando foram obtidos
perfis dos extratos em hexano através de cromatografia em camada delgada (CCD) e
cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) e dos extratos em acetato
de etila através de CCD. No estudo anterior foram analisadas oleorresinas de 31 espécies do
Brasil, sendo 28 amazoénicas, permitindo avaliar as semelhanca e diferengas quimicas destes
individuos por analise estatistica multivariada.

A varredura e a analise do perfil cromatografico do trabalho anterior permitiram a
observacdo de espécies de composicdo diferenciada, com constituintes distintos dos
triterpenos o e B-amirina, por exemplo, e extratos com constituintes que ndo puderam ser
identificados e que, portanto, poderiam tratar-se substancias inéditas na familia Burseraceae.
Apesar de toda a composicao das oleorresinas terem sido observadas, no trabalho anterior sé o
perfil de triterpenos foi descrito, ndo se fazendo mencéo aos compostos volateis.

O presente trabalho possui duas partes distintas: A definicdo do perfil
quimico/cromatogréafico das espécies amazonicas e o isolamento de substéncias de interesse
quimico e bioldgico.

Na primeira parte, a composi¢cdo quimica de extratos obtidos em hexano das
oleorresinas de 23 espécies de Burseraceae amazonicas foi obtida por meio do célculo do
indice de retencdo e por espectrometria de massas para a composicao volatil; e pelo tempo de

retengéo relativo e espectrometria de massas para a composigéo triterpénica.



77

A segunda parte constituiu-se no isolamento e identificacdo por técnicas
espectroscopicas e espectrométricas de substancias das oleorresinas de Burseraceae, sendo
nesta parte inserida uma espécie nordestina, a Protium bahianum. A selecdo das amostras a

serem submetidas a processos de isolamento foi realizada por trés métodos:

1. O extrato em hexano de Protium cf. ferrugineum foi selecionado para o fracionamento
cromatografico pelo perfil singular obtido por CG-DIC e CG-MS realizados neste
trabalho.

2. Os extratos em acetato de etila de Protium bahianum, P. paniculatum var. modestum e
Tetragastris panamensis foram selecionados para o fracionamento cromatografico por
apresentarem perfis diferenciados por CCD em projeto desenvolvido anteriormente;

3. O extrato em hexano de Trattinnickia peruviana foi selecionado pela citotoxicidade
contra as linhagens de células tumorais HCT-8 e SKF-295 superior a 80%, em ensaios
realizados para 14 extratos em hexano avaliados e 14 extratos em acetato de etila
avaliados para a citotoxicidade no Laboratorio de Oncologia Experimental da

Universidade Federal do Ceara.

Ao final, foram discutidas as implicagdes quimiossistematica que este trabalho

inferiu sobre a composigdo quimica da familia Burseraceae.
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4.1 Perfil Quimico de Extratos em Hexano de Oleorresinas de Burseraceae

Amazonicas

A investigacdo dos extratos em hexano das oleorresinas de Burseraceae foi
realizada por cromatografia em fase gasosa com detector de ioniza¢do de chama (CG-DIC) e
espectrometria de massas (CG-EM). Por meio da andlise direta dos cromatogramas e
espectros de massas foi possivel determinar as regides da fracdo volatil e da fracdo

triterpénica, cujas concentragdes sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6: Variacdo de compostos volateis e triterpenos nos extratos em hexano das oleorresinas de Burseraceae

Concentracao (%)

Espécie Amostra — .
Volateis Triterpenos
Dacryodes hopkinsii DHO 5,2 94,8
Protium apiculatum PAP 32,6 67,4
P. aracouchini PAR 4,0 96,0
P. decandrum PDE 4.7 95,3
P. divaricatum ssp. divaricatum PDD 0,9 99,1
P. elegans PEL 8.0 92,0
P. cf. ferrugineum PFE 18,3 81,7
P. gallosum PGA 2,7 97,3
P. giganteum var. giganteum PGG 6,0 94,0
P. heptaphyllum ssp. ullei PHU 7,9 92,1
P. cf. laxiflorum PLA 5,3 94,7
P. nitidifolium PNI 15,6 84,4
P. ctf. opacum var. opacum POO 77,1 22,9
P. paniculatum var. modestum PPM 6,0 94,0
P. paniculatum var. riedelianum PPR 2,7 97,3
P. polybotryum ssp. blackii PPB 24,6 75,4
P. cf. rubrum PRU 17,4 82,6
P. spruceanum PSP 1,7 98,3
P. strumosum PST 4,3 95,7
P. tenuifolium PTE 56,4 43,6
Tetragastris panamensis TPA 63,1 36,9
Trattinnickia glaziovii TGL 3,7 96,3

Trattinnickia peruviana TPE 2,4 97,6
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A composicao volatil das 23 espécies analisadas apresentou uma media de 16,1%,
variando entre os valores de 0,92 a 77,15% para P. divaricatum var. divaricatum e P. opacum
var. opacum, respectivamente. Ja os triterpenos apresentaram uma media de 83,87%, com
variacdo de 22,86 a 99,07% para P. opacum var. opacum e P. divaricatum var. divaricatum,
respectivamente.

Estas concentracdes podem ser relacionadas a descricdo de Costa (1975), em que
oleorresinas a composicao volatil pode variar de 7 a 8% em oleorresinas cristalizadas e de
20 a 30% em oleorresinas recém-exsudadas. Desta forma, avaliando as concentracGes
apresentadas na Tabela 6, podemos determinar que as espécies Protium apiculatum,
P. cf. ferrugineum, P. nitidifolium, P. opacum var. opacum, P. polybotryum ssp. blackii e
P. cf. rubrum, P. tenuifolium e Tetragastris panamensis se tratam de oleorresinas com

exsudacdo mais recente que as demais amostras analisadas.

4.1.1 Composic¢éo Volatil dos Extratos em Hexano das Oleorresinas

Com a andlise dos dados obtidos por CG-DIC e CG-EM, e a aplicacdo dos tempos
de retengdo dos compostos volateis e dos padrdes de hidrocarbonetos na formula de
Van den Dool & Kratz (1963) foi possivel identificar grande variedade de monoterpenos,

sesquiterpenos, e trés derivados benzilicos (Tabela 7).
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Tabela 7: Composic¢do volatil dos extratos em hexano das oleorresinas de Burseraceae Amazodnicas

CONCENTRACAO RELATIVA (%)

SUBSTANCIA e URET DHO PAP PAR PDE PEL PDD PFE PGA PGG PHU PLA PNI POO PPM PPR PPB PRU PSP PST PTE TPA TGL TPE
a-pineno 439 933 - 5,14 - - - - - - - - - 1,56 - - 1,18 - - - 0,17 112 0,85 - -
canfeno 4,68 947 - 0,25 - - - - - - - - - - - - - - - - - 159 0,93 - 0,52
sabineno 528 972 - 2,71 - - - - - - - - - 1,11 - - 0,20 - - 0,26 - - - - -
B-pineno 538 980 - 1,73 - - - - - - - - - 0,57 - - 0,25 - - - - - - - -

o-felandreno 6,18 1005 - - - - - - - - - - - - - 0,18 - - - - - - - - -
p-menta-1-eno 6,27 1012 - 0,43 - 0,40 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
d-3-careno 6,43 1014 - - - - - - - - 2,15 - - - - - - - - 0,17 - - - - -
p-cimeno 6,68 1022 - 2,40 - 1,35 - - - - 1,70 1,19 - 0,41 - 1,64 0,24 - - 0,24 1,52 - - 0,24 1,72
limoneno 7,00 1025 - 054 0,28 - - - - - - - - 4,20 - - - - - - 0,56 - - - -
B-felandreno 6,94 1025 - - - - - - - - 0,52 - - - - 0,82 - - - - - - - - -
1,8-cineol 7,01 1025 - 0,20 0,14 - - - - - 0,20 0,43 - - - 0,36 0,18 - - - - - - - -
hidrato de cis-sabineno 8,20 1062 - 0,91 - - - - - - - - - 1,08 - - - - - - - - - - 0,43
fenchona 8,73 1077 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,07 - -
hidrato de trans-sabineno 9,30 1092 - 0,39 - - - - - - - 0,13 - - - - - - - - - - - - -
oxido de a-pineno 9,42 1099 - 0,42 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
trans-p-menta-2,8-dieno-1-ol 9,65 1111 - 1,01 - - - - - - - - - 0,30 - - - - - - - - - - -
o-canfolenal 10,31 1121 - 0,56 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
trans-pinocarveol 10,82 1136 - 0,85 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,32 - -
trans-verbenol 11,42 1139 - 1,50 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,16 - -
trans-diidro-a-terpineol 11,44 1140 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,99 - - -
canfora 10,91 1142 - - - - - - - - - - - - - - 0,17 - - - - - 0,49 - -
hidrato de canfeno 11,09 1147 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,19 - -
p-mentano-1-ol 11,76 1156 - - - 0,17 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
borneol 12,34 1163 - 0,28 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,27 - -
terpinen-4-ol 13,03 1173 - 0,78 - - - - - - - - - 1,25 - - 0,14 - - 0,15 - - 0,25 - -
p-cimen-8-ol 13,06 1171 - - - 1,27 - - - - - - - - - - - - - - 1,14 - - - -
a-terpineol 13,62 1182 - 0,37 - - - - - - 0,37 0,69 - 0,23 - 0,30 - 0,28 - - - - - - -

(-) ndo detectado; Legendas: DHO — Dacryodes hopkinsii; PAP — Protium apiculatum; PAR — P. aracouchini; PDE — Protium decandrum; PEL — P. elegans; PDD — P. divaricatum var. divaricatum; PFE — P. cf. ferrugineum; PGA — P. gallosum;
PGG - P. giganteum var. giganteum; PHU — P. heptaphyllum ssp. ullei; PLA — P. cf. laxiflorum; PNI — P. nitidifolium; POO - P. cf. opacum var. opacum; PPM — P. paniculatum var. modestum; PPR — P. paniculatum var. riedelianum;
PPB — P. polybotrium var. blackii; PRU — P. cf. rubrum; PSP — P. spruceanum; PST — P. strumosum; PTE — P. tenuifolium; TPA — Tetragastris panamensis; TGL — Trattinnickia glaziovii; TPE — T. peruviana.
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Tabela 7: Composicdo volatil dos extratos em hexano das oleorresinas de Burseraceae Amazonicas (CONTINUACAO)

CONCENTRACAO RELATIVA (%)

SUBSTANCIA Rt IRcac
DHO PAP PAR PDE PEL PDD PFE PGA PGG PHU PLA PNI POO PPM PPR PPB PRU PSP PST PTE TPA TGL TPE
mirtenol 13,92 1191 - - - - - - - - - - - 0,35 - - - - - - - - - - -
verbenona 13,99 1205 - 1,45 - 0,26 - - - - - - - - - - - - - - - 0,65 0,56 - -
p-menta-2-eno-1,4-diol 18,24 1266 - - - - - - - - - 0,28 - - - - - - - - - - - - -
a-cubebeno 22,63 1349 - - - - 0,25 - 0,24 - 0,15 - - - - - 0,17 - - 0,18 - 0,77 0,63 - 0,20
ciclosativeno 24,07 1364 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 411 3,75 - -
a-ylangueno 24,25 1370 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,57 - - -
a-copaeno 24,77 1375 - - - - - - 0,31 - 0,17 - - - - - 0,19 - - - - 3,25 2,36 - -
B-cubebeno 25,53 1389 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,76 0,65 - -
B-elemeno 25,64 1390 - - - - - - - - - - - - - - - - 1,52 - - - - - -
cipereno 25,91 1398 - - - - - - - - 0,22 0,21 - - - - - - - - - 1,29 1,15 - -
metil eugenol 26,23 1400 - - - - - - - - - 2,62 - - - - - - - - - - - - -
sesquitujeno 26,96 1402 - - - - - - - - - 0,39 - - - - - - - - - 0,77 0,70 - -
cis-a-bergamoteno 27,42 1414 - - - - - - - - - - - - - - - 0,49 - - - - - - -
[-copaeno 27,63 1427 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 196 1,56 - -
trans-a-bergamoteno 27,92 1434 - - - - - - - - - - 0,34 - - - - 1,28 - - - - - - -
Z-f3-farneseno 28,40 1442 - - - - - - - - - - - - - - - 6,06 - - - - - - -
allo-aromadendreno 29,20 1456 - - - - - - - - - - 1,14 - - - - - - - - - - - -
9-epi-E-cariofileno 29,22 1458 0,52 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
4,5-di-epi-aristolocheno 29,82 1467 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,52 0,42 - -
B-acoradieno 30,04 1470 - - - - - - - - - - 0,37 - - - - - - - - - - - -
y-muuruleno 30,29 1475 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2,24 1,68 - -
B-selineno 30,59 1481 - - - - - - - - - - - - - - - - 1,75 - - - - - -
o-curcumeno 30,85 1484 - - - - - - - - - - - - - - - 0,44 - - - - 0,10 - -
epi-cubebol 31,21 1493 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,69 - -
a-muuruleno 31,81 1499 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 356 251 - -
[B-bisaboleno 32,25 1506 - - - - - - - - - - - - - - - 0,57 - - - - - - -
y-cadineno 32,28 1508 @ - - - - - - 0,24 - - 019 1,01 - - - - 0,41 - - - 1,34 0,39 - -

(-) ndo detectado; Legenda: DHO — Dacryodes hopkinsii; PAP — Protium apiculatum; PAR — P. aracouchini; PDE — Protium decandrum; PEL — P. elegans; PDD — P. divaricatum var. divaricatum; PFE — P. cf. ferrugineum; PGA — P. gallosum;
PGG - P. giganteum var. giganteum; PHU — P. heptaphyllum ssp. ullei; PLA — P. cf. laxiflorum; PNI — P. nitidifolium; POO - P. cf. opacum var. opacum; PPM — P. paniculatum var. modestum; PPR — P. paniculatum var. riedelianum;
PPB — P. polybotryum var. blackii; PRU — P. cf. rubrum; PSP — P. spruceanum; PST — P. strumosum; PTE — P. tenuifolium; TPA — Tetragastris panamensis; TGL — Trattinnickia glaziovii; TPE — T. peruviana
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Tabela 7: Composicdo volatil dos extratos em hexano das oleorresinas de Burseraceae Amazonicas (CONTINUACAO)

CONCENTRACAO RELATIVA (%)

SUBSTANCIA Rt IRca
DHO PAP PAR PDE PEL PDD PFE PGA PGG PHU PLA PNI POO PPM PPR PPB PRU PSP PST PTE TPA TGL TPE
cubebol 3254 1513 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 068 - -
trans-calameneno 32,93 1521 - - - - - - - - - 0,17 - - - - - - - - - - 0,68 - -
d-cadineno 33,46 1538 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,61 - -
a-calacoreno 33,71 1547 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,31 - -
(E)-nerolidol 34,68 1560 - - - - - - 0,20 - - - - - - - - - - - - - - - -
maaliol 34,68 1560 - - - - - - 027 - - - - - - - - - - - - - - - -
la,10a-epoxi-amorfa-4-eno 35,10 1573 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,19 - -
espatulenol 3516 1573 1,73 - - - 2,06 - 0,23 - - - - - - - - - - - - - - 0,54 -
oxido de cariofileno 3537 1580 1,65 398 1,77 - 1,93 - 0,68 - 0,34 - - - 6,23 - - - - - - 2,62 1,99 - -
[-copaeno-4a-ol 35,72 1585 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1,21 - -
thujopsan-2a-ol 35,94 1586 0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
globulol 36,06 1592 0,59 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
epoxido de humuleno Il 36,74 1605 - 0,40 - - - - - - - - - - 1,77 - - - - - - 1,27 0,22 - -
1,10-diepi-cubenol 37,51 1613 - - - - - - - - - - 1,04 - - - - - - - - - - - -
diil apiol 37,34 1618 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,75 - - - - -
junenol 37,43 1618 - 2,09 - 0,23 0,18 - 11,27 - - 0,29 - 1,36 23,89 - - - - - - 244 262 - -
epi-a-cadinol 38,79 1636 - - - - - - - - - - - - - - - 1,75 - - - - - - -
a-muurulol 38,80 1640 - - - - - - 0,54 - - - - - - - - - - - - 7,74 533 - -
selina-11-eno-4a-ol 39,51 1654 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,81 2,29 - -
benzoato de benzila 44,82 1753 - - - - - - - - - 0,17 - - - - - - - - - - - - -

(-) ndo detectado; Legenda: DHO — Dacryodes hopkinsii; PAP — Protium apiculatum; PAR — P. aracouchini; PDE - Protium decandrum; PEL — P. elegans; PDD - P. divaricatum var. divaricatum; PFE — P. cf. ferrugineum; PGA - P. gallosum;
PGG - P. giganteum var. giganteum; PHU — P. heptaphyllum ssp. ullei; PLA — P. cf. laxiflorum; PNI — P. nitidifolium; POO - P. cf. opacum var. opacum; PPM — P. paniculatum var. modestum; PPR — P. paniculatum var. riedelianum;
PPB — P. polybotryum var. blackii; PRU — P. cf. rubrum; PSP — P. spruceanum; PST — P. strumosum; PTE — P. tenuifolium; TPA — Tetragastris panamensis; TGL — Trattinnickia glaziovii; TPE — T. peruviana
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Os dados apresentados na Tabela 7 revelam que em 16 amostras das 23 analisadas
foram detectados monoterpenos, ndo sendo identificados monoterpenos nas amostras
Dacryodes  hopkinsii,  Protium elegans, P. divaricatum var. divaricatum,
P. cf. ferrugineum, P. gallosum, P. opacum var. opacum e P. cf. rubrum.
Os 30 monoterpenos identificados compreendem seis series de esqueletos,
0S p-mentano, tujanos, pinanos, bornano, canfanos e carano, sendo eles apresentados na

Figura 24, junto a seus derivados detectados.

Precursor Esqueleto

(Geranil difosfato) Monoterpénico MBS D Eee

a-felandreno

p-menta-1-eno trans-diidro-a-terpineol

p-mentano-1-ol

el terpineno-4-ol
: limoneno ) -4-
1,8-cineol p-cimeno-8-ol
, a-terpineol

B-felandreno

p-mentano trans-p-menta-2,8-dieno-1-ol p-menta-2-eno-14-diol

sabineno
—— hidrato de cis-sabineno
hidrato de trans-sabineno

a-pineno trans-verbenol
B-pineno mirtenol

oxido de a-pineno verbenona
trans-pinocarveol

——> horneol
Bornano
canfeno

2

o 18- -0
!

canfolenal
canfora
Canfano hidrato de canfeno

&
u

8-3-careno

yV

Carano

Figura 24: Monoterpenos detectados e suas respectivas séries de esqueletos monoterpénicos
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Os monoterpenos da série p-mentano, mais comuns em oleorresinas de
Burseraceae, apresentam diferentes posicdes de suas insaturacfes, hidroxilas e carbonilas.
Neste trabalho foram identificados monoterpenos desta serie nas espécies Protium
apiculatum, P. aracouchini, P. decandrum, P. giganteum var. giganteum, P. heptaphyllum
ssp. ullei, P. nitidifolium, P. paniculatum var. modestum, P. paniculatum var. riedelianum,
P. polybotryum var. blackii, P. strumosum, P. spruceanum, Tetragastris panamensis,
Trattinnickia glaziovii e Trattinnickia peruviana.

O p-cimeno é o principal representante desta série de monoterpenos, sendo
identificado em onze das dezesseis especies onde esta série de monoterpenos foi observada.
Diferente dos demais monoterpenos desta serie, 0 p-cimeno apresenta aromaticidade no anel
hexaciclico, tendo sido relatada em grande parte de artigos cientificos de Burseraceae como
componente da fracdo volatil (Veiga Junior & Ridiger, 2010). As descri¢des demonstram que
este componente pode variar de 5%, como descrito por Silva et al. (2009), para
Protium paniculatum var. modestum, até valores de 74% no 06leo essencial de P. hebetatum
(Ramos et al., 2000). Contudo, nesta pesquisa, os valores méximos observados foram de
2,4% em P. apiculatum, valor abaixo do descrito anteriormente para espécies de Burseraceae,
e mesmo para esta espécie conforme descrito por Silva et al. (2009), que detectou
25% de p-cimeno em seu extrato em hexano.

Monoterpenos da série pinano foram observados nas espécies Protium
apiculatum, P. decandrum, P. nitidifolium, P. paniculatum var. riedelianum, P. strumosum,
P. tenuifolium, Tetragastris panamensis (Tabela 7).

O a-pineno é o monoterpeno que mais se destaca nesta série, sendo detectado em
seis das sete espécies na qual monoterpenos pinanos foram observados. A maior concentragdo

detectada foi na espécie P. apiculatum, com 5,14%. Os dados mostram que a variacdo do
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a-pineno pode ocorrer de 1%, como descrito em Protium paniculatum var. modestum (SILVA
et al., 2009), até valores de 62% como descrito para P. altsonii (RAMOS et al., 2000).

Os monoterpenos da serie canfano foram observados para as espécies
P. apiculatum, P. paniculatum var. riedelianum, P. tenuifolium, Tetragastris panamensis e
Trattinnickia peruviana, sendo detectados desta série, o canfeno, canfolenal, canfora e hidrato
de canfeno. O canfeno foi o monoterpeno desta série que apresentou maior concentragéo,
observado na espécie P. tenuifolium, com 1,59% (Tabela 7).

Da série tujano foram detectados o sabineno e suas formas hidratadas cis e trans
(Figura 24). Esta série foi detectada nas espécies Protium apiculatum, P. heptaphyllum
ssp. ullei, P. nitidifolium, P. paniculatum var. riedelianum, P. spruceanum e Trattinnickia
peruviana, tendo a maior concentracdo de sabineno em P. apiculatum, com 2,71% de
rendimento.

O 8-3-careno, unico monoterpeno da série carano (Figura 24), foi detectado em
Protium giganteum var. giganteum e P. spruceanum. Borneol, Unico monoterpeno da série
bornano, foi detectado em P. apiculatum e Tetragastris panamensis.

Os sesquiterpenos foram detectados em 19 amostras das 23 analisadas (Tabela 7),
sendo identificados 41 sesquiterpenos das séries aciclico, elemano, bergamotano, humulano,
bisabolano, eudesmano, cadinano e guaiano. Os sesquiterpenos e suas respectivas séries de
esqueletos podem ser observados na Figura 25. A presenga de sesquiterpenos ndo foi
observada nas espécies P. divaricatum var. divaricatum, P. gallosum, P. paniculatum var.
modestum e P. strumosum.

Destes 41 sesquiterpenos, 0s que mais se destacam sdo o 6xido de cariofileno e o
junenol, observados em 9 das 19 amostras em que sesquiterpenos foram detectados. Além
destes, foram detectados a-cubebeno em 7 amostras, y-cadineno em 6 amostras ¢ o a-COpaeno

em 5 amostras.
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Sesquiterpenos Esqueleto Precursor Esqueleto Sesquiterpenos
Detectados Sesquiterpenico  (Farnesil difosfato) Sesquiterpenico Detectados

oxido de cariofileno

\ \ / epoxido de humuleno 11

cipereno
(Z)-B-fargeseno —_— a]lo-aromadeﬁdreno
(E)-Nerolidol < espatulenol
globulol
aciclicos Guaianos

9-epi-E-cariofileno

B- elemeno <—— -

=

elemano Humulano

OPP
cis-o-bergamoteno

I
trans-o-bergamoteno / \ o-curcumeno
— — [-bisaboleno
sesquitujeno
bergamotano )

Bisabolano B-acoradieno
maaliol a-cubebeno
ciclosativeno B-cubebeno
a-ylangueno <—— ———— epi-cubebol
0-copaeno cubebol
B-copaeno eudesmano y-muuruleno

B-copaeno-4a-ol Cadinano a-muuruleno
4,5-di-epi-aristolocheno y-cadineno
B-selineno trans-calameneno
junenol 8-cadineno
selina-11-eno-4a-ol a-calacoreno

lo,100-epoxi-amorfa-4-eno
epi-a-cadinol

o-muurulol

thujopsan-2a-ol
1,10-di-epi-cubenol

Figura 25: Sesquiterpenos detectados e suas respectivas séries de esqueletos sesquiterpenicos

O extrato em hexano de P. cf. ferrugineum, mostrou uma grande concentragdo de
dois sesquiterpenos em sua fracao volatil, como pode ser observado no cromatograma de ions
totais (Figura 26-A) e sua ampliagdo (Figura 26-B). O sesquiterpeno detectado no
Rt 37,43 min, foi identificado como junenol, apds comparacao do IR (1617) e espectro de
massas (m/z 222 [M]" e m/z 109(100)), na Figura 26-C. Ja o segundo sesquiterpeno, detectado
no Rt 45,02 min (IR = 1752) de fragmentos m/z 238 [M]" e m/z 41(100) (Figura 26-D) ndo

pode ser identificado pela técnica do IR por ndo apresentar descri¢cdo na literatura.
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Figura 26: Cromatograma de ions totais do extrato em hexano de PFE (A). Ampliacdo do TIC entre 22 e 60
min. (B). Espectro de massas de junenol (C). Espectro de massas de sesquiterpeno ndo identificado (D).

O sesquiterpenos junenol apresentou concentragcdes maiores em P. opacum var.
opacum, apresentando um percentual de 23,89% (Figura 27-C). Além do junenol, em
P. opacum var. opacum foi detectada a maior concentragdo de o6xido de cariofileno
(Figura 27-D), com percentual de 6,23%. Contudo esta amostra apresentou 10 picos na regido
de sesquiterpenos, como pode ser observado no cromatograma de ions totais (Figura 27-A) e
sua ampliacdo (Figura 27-B). Dentre os demais picos de maior intensidade, foi detectado

ainda um sesquiterpeno de [M]" ndo determinado com fragmento m/z 147(100) (Figura 27-E)

no Rt 46,64 min.
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O junenol se trata de um sesquiterpeno de esqueleto eudesmano, tendo esta série
de sesquiterpenos detectada nas espécies Protium apiculatum, P. decandrum, P. elegans,
P. cf. ferrugineum, P. giganteum var. giganteum, P. heptaphyllum ssp. ullei, P. nitidifolium,
P. opacum var. opacum, P. paniculatum var. riedelianum, P. cf. rubrum, P. tenuifolium e
Tetragastris panamensis.

Ja o oxido de cariofileno se trata de um derivado de esqueleto humulano, série de
sesquiterpenos esta representada pelo 9-epi-(E)-cariofileno, 6xido de cariofileno e epoxido de
humuleno II. Este derivados foram detectados em Dacryodes hopkinsii, Protium apiculatum,
P. aracouchini, P. elegans, P. cf. ferrugineum, P. giganteum var. giganteum, P. opacum var.
opacum, P. tenuifolium e Tetragastris panamensis.

As substancias (Z)-B-farneseno e (E)-nerolidol foram os unicos sesquiterpenos
aciclicos identificados nos extratos em hexano avaliados, sendo detectados em P. polybotryum
var. blackii e P. cf. ferrugineum, respectivamente. Os triterpenos aciclicos ndo s&o
comumente descritos no 6leo essencial de Burseraceae, sendo o sesquiterpenos (E)-nerolidol
detectado no 6leo essencial das folhas de P. grandifolium, P. lewelinii, P. hebetatum (SIANI
et al., 1999b), e no dleo essencial das oleorresinas de Commiphora myrrha (MARONGIU et
al., 2005) e Boswellia serrata (SINGH et al.,, 2007); e os sesquiterpenos de esqueleto
farneseno (a-farneseno, (E)-B- e (Z)-B-farneseno) no Oleo essencial das folhas de
Commiphora quadricincta (ASSAD et al., 1997).

O p-elemeno, detectado apenas em Protium cf. rubrum, apresenta descri¢do
anterior em oleorresinas de Protium heptaphyllum (SIANI et al., 2004), P. paniculatum
(SILVA et al., 2009), e em varias espécies de Boswellia, (HAMM et al., 2005; BASER et al.,
2003). Contudo, este sesquiterpeno € comumente descrito em 6leos essenciais das folhas de

espécies de Protium (SIANI et al., 2004, SIANI et al., 1999b, PONTES et al., 2007).
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Os sesquiterpenos de esqueleto bergamotano detectados foram o
cis-a-bergamoteno em P. polybotryum var. blackii, e o trans-a-bergamoteno em
P. polybotryum var. blackii e P. cf. laxiflorum. Ja os sesquiterpenos da série guaiano foram
observados nas espécies Dacryodes hopkinsii, Protium elegans, P. cf. ferrugineum,
P. giganteum var. giganteum, P. heptaphyllum ssp. ullei, P. cf. laxiflorum, P. tenuifolium e
Tetragastris panamensis, sendo detectadas as substancias cipereno, allo-aromadendreno,
espatulenol e globulol.

O sesquiterpenos da série bisabolano foram detectados em quatro espécies, em
Protium heptaphyllum ssp. ullei, P. polybotryum ssp. blackii, P. tenuifolium e Tetragastris
panamensis. Como representantes desta série estdo presentes o a-curcumeno, B-bisaboleno e o
sesquitujeno.

A maior variedade de sesquiterpenos foi observada para a série cadinano, sendo
detectados dezesseis diferentes sesquiterpenos, nas espécies Protium apiculatum,
P. cf. ferrugineum, P. giganteum var. giganteum, P. heptaphyllum ssp. ullei, P. cf. laxiflorum,
P. paniculatum var. riedelianum, P. polybotryum ssp. blackii, P. spruceanum, P. tenuifolium,
Tetragastris panamensis e Trattinnickia peruviana

As duas amostras com composi¢do mais complexa foram Protium tenuifolium e
Tetragastris panamensis, com um total de 17 e 24 sesquiterpenos identificados (Tabela 7),
respectivamente. Além da grande variedade de sesquiterpenos, uma grande relacéo entre estas
duas espécies pOde ser observada, com seis sesquiterpenos da série cadinano, sete
sesquiterpenos da série eudesmano, dois sesquiterpenos da série humulano, um sesquiterpeno
da série bisabolano e um sesquiterpeno da série guaiano em comum. A semelhanga entre 0s

perfis destas duas espécies pode ser observada na Figura 28.
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Figura 28: Ampliagdo do cromatograma de ions totais de Protium tenuifolium (A) e Tetragastris panamensis (B)

Concluindo as classes presentes nos compostos volateis detectados nos extratos
em hexano das oleorresinas, observou-se dois fenilpropanoides, o metil eugenol em Protium
heptaphyllum ssp. ullei e o dillapiol em P. spruceanum. Na espécie P. heptaphyllum ssp. ullei

foi detectado ainda o benzoato de benzila (Tabela 7).

4.1.2 Composicao Triterpénica dos Extratos em Hexano das Oleorresinas

Com o estudo dos espectros de massa da fracdo ndo volatil, foi possivel sugerir a
presenca de 28 triterpenos nas oleorresinas de 23 espécies de Burseraceae ndo estudadas.

Em estudo semelhante a este, Siani et al. (2012), quantificaram os triterpenos de
esqueletos ursanos: a-amirina, o-amirona e breina; os triterpenos de esqueletos oleananos:

B-amirina, B-amirona e maniladiol; o triterpeno de esqueleto friedelano: friedelina; e os
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triterpenos de esqueletos tirucalanos: &cido  3-hidroxi-tirucala-7,24-dieno-21-0ico,
acido 3-hidroxi-tirucala-8,24-dieno-21-6ico e o acido 3-oxo-tirucala-8,24-dieno-21-6ico em
oleorresinas de 11 espécies de Burseraceae brasileiras, além destes triterpenos, outros foram
sugeridos segundo seus espectros de massas.

Os triterpenos derivados de esqueleto ursa-12-eno e oleana-12-eno apresentam
como caracteristica principal o pico base (PB) formado pelos anéis D e E ap0s a clivagem do
anel C pela reacdo de retro-Diels-Alder (RDA) (Figura 29) (DJERASSI et al., 1962;
BUDZIKIEWICZ et al., 1963). A massa do PB pode variar dependendo dos substituintes
presentes nos carbonos dos anéis D e E. Nos triterpeno o- e B-amirina e a- ¢ f-amirona este
fragmento apresenta o fragmento de m/z 218 (a). Contudo nos triterpenos diidroxilados breina
e maniladiol, este fragmento apresenta massa m/z 234 (a), referente a hidroxila presente na
posicdo 16 (anel D) (SIANI et al., 2012).

Outro fragmento importante na identificacdo destes triterpenos é o cation de
m/z 203 (b), formado pela saida da metila 28 do PB (a) (Figura 29-B) (KARLINER &
DJERASSI, 1966). Este fragmento em triterpenos de esqueleto oleanano é aproximadamente
duas vezes mais intenso que em esqueletos ursano, propiciando a diferenciacdo entre estes
dois esqueletos.

Através da comparacdo dos dados obtidos com os dados de fragmentacdo da
literatura, e com os dados das substancias armazenadas no banco de padrdes do Q-BiomA foi
possivel atribuir os picos eluidos nos Rt 74,90 e 75,70 min nos cromatograma de ions totais
(TIC) aos triterpenos 3-hidroxioleana-12-eno (B-amirina) e 3-hidroxiursa-12-eno (a-amirina),
respectivamente, os picos eluidos nos Rt 74,37 e 75,08 min aos triterpenos 3-oxo-oleana-12-
-eno (B-amirona) e 3-0x0-ursa-12-eno (a-amirona) e os picos eluidos nos Rt 79,20 e
80,02 min aos triterpenos 3,16-diidroxioleana-12-eno (maniladiol) e 3,16-diidroxioleana-12-

eno (breina).
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M" R, R, R; Ry a b
ursa-12-eno/oleana-12-eno 410 CH;/H H/CH;s H H m/z 218 m/z 203
a-amirina / -amirina 426 CH;/H H/CH; OH H m/z218  m/z 203
a-amirona / f-amirona 424 CH;/H H/CH; =0 H m/z 218 m/z 203
breina / maniladiol 442 CH;/H H/CH; OH OH wm/Zz234 -

Figura 29: Principais fragementos de derivados de A'*-Ursano e A'*-Oleanano

Foi detectado ainda, um pico no Rt 71,46 que por comparagdo com os dados da
literatura sugeriu-se que poderia se tratar do triterpeno ursa-12-eno ou do triterpeno
oleana-12-eno.

Além destas substancias comuns em Burseraceae, os picos eluidos nos Rt 78,63 e
79,41 min, apresentaram o ion molecular de m/z 440 [M]" e o mesmo PB (a) que observado
para os triterpenos breina e maniladiol (m/z 234), o que sugere uma fragmenta¢do envolvendo
reacdo de RDA no anel C com presenca de uma hidroxila na posi¢do 16.

Siani et al. (2012) observaram estes mesmos fragmentos em Protium altsonii,

P. hebetatum, P. heptaphyllum, P. icicariba, P. opacum, P. paniculatum var. modestum,
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P. paniculatum var. riedelianum, P. strumosum e P. spruceanum sugerindo as substancias 17-
hidroxi-11-oxo-nor-a-amirona e 17-hidroxi-11-o0xo-nor-B-amirona

Contudo o fragmento 440 [M]" indica a auséncia de dois hidrogénios entre o0s
anéis A e B. Este aumento no indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) pode ser relacionada
com a oxidacdo da hidroxila na posicdo 3 para carbonila (como ocorre com o0s derivados
a- e B-amirona), sugerindo que estas substancias sejam o 3-0x0-16-hidroxioleana-12-eno e
3-0x0-16-hidroxiursa-12-eno.

Os triterpenos 28-hidroxi e 28-aldeido, derivados de acido ursolico e oleanolico,
apresentam o PB de m/z 203 (b), fragmento caracteristico da reacdo de RDA no anel C
(A insaturados) junto com a saida do grupo carboxilico, hidroxila, ou carbonilico no carbono
28 (ASSIMAPOLOU E PAPAGEORGEOU , 2005a e 2005b). Os picos eluidos nos Rt 79,22,
79,68 e 81,05 min apresentaram este PB, sendo identificados como 3,28-dioxo-ursa-12-
-eno/oleana-12-eno, 28-o0xo0-3-hidroxioleana-12-eno e 28-0xo-3-hidroxiursa-12-eno, apés a
comparacao dos ions moleculares e demais fragmentos.

Triterpenos pentaciclicos com insaturacdes A**Y? apresentam como pico base o
seu fon molecular, como jé foi reportado por diversos autores (de-la-CRUZ-CANIZARES et
al., 2005; SIANI et al., 2012). Neste trabalho foram observados estes fragmentos nos picos
eluidos nos Rt 73,17 e 73,50 min, indicando a presenca de oleana-9(11),12-dieno-3-ol
(B-amiradienol) e ursa-9(11),12-dieno-3-ol (a-amiradienol). Contudo a presenca do fragmento
no pico eluido no Rt 72,56 de m/z 408 [M*] (100) sugere o triterpeno A**Y*2-urseno/oleaneno
e o fragmento no pico eluido no Rt 72,98 de m/z 422 [M'] (100) sugere a presenca do
triterpeno ursa/oleana-9(11),12-dieno-3-ona (a- ou f-amiradienona).

Em triterpenos de esqueleto A”®-lupeno, um dos principais fons observado é o
de m/z 189 (d) (Figura 30). Sua formacdo é originada da clivagem do anel C, com quebra das

ligagbes C(12) — C(13) e C(8) — C(14), junto a migracdo de um hidrogénio. Contudo a
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migracao do hidrogénio ndo foi completamente estabelecida por marcacao isotopica, sendo
sugerido por Shiojima et al. (1992), que se trata do H(15) e por Assimapolou & Papageorgeou
(2005a), sugere que a migragao ocorre pelo H(27), devido ao cation observado no C(27).
Outro fragmento importante em triterpeno lupa-20(29)-eno ¢ formado pela
abertura do anel C pelo rompimento das ligagoes C(9) — C(11) e C(8) — C(14). O fragmento
(¢) pode apresentar variagdo na relagdo m/z conforme o substituinte em C-3, como pode ser
observado na Figura 30. Estes fragmentos caracteristicos foram observados nos picos nos
Rt 74,35 e 76,85 min sendo sugerido que estes picos se tratam do lupa-20(29)-eno-3-ona

(lupenona) e lupa-20(29)-eno-3-ol (lupeol), respectivamente.

H
CH,
6 R
"CH,
: © @
- M]* -
R M]* (©) (d)

lupa-20(29)-eno H  m/z410 m/z 191 (100)  m/z 189 (~60)
lupa-20(29)-eno-3-ol OH  m/z426 m/z207 (~80)  m/z 189 (100)
lupa-20(29)-eno-3-ona =0  m/z424  m/z 205 (100) m/z 189 (~40)

Figura 30: Principais fragmentos de derivados de A*®*-lupeno

Os derivados dos triterpenos A*’-taraxastareno e A*°C”-taraxastareno apresentam
grande similaridade com os fragmentos do lupeol. Em seus espectros de massas apresentando
dois fragmentos principais: m/z 189 [andlogo de (d)] e m/z 207 (¢) (SHIOJIMA et al., 1992).
Estes fragmentos sdo os mesmos observados para o lupeol (Figura 30), contudo no lupeol

estes sinais apresentam intensidade de 100% e ~80%, diferente do observado para
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A**D_taraxasteno e A**°%-taraxastareno, onde ambos apresentam ~100% para os dois sinais.
Sua diferenciagdo é realizada com o tempo de retengdo, ja que o A**®Y-taraxasterol elui antes
de A?*%_taraxasterol em colunas de 5% fenil-95%metilpolisiloxano (BAUER et al., 2004).

Estes fragmentos foram observados no pico em 77,15 min, contudo, por
apresentar apenas um unico pico com estes fragmentos caracteristicos, nao foi possivel sugerir
qual dos dois derivados de taraxasterol foi detectado.

Outro esqueleto detectado foi o derivado de esqueleto glutina-5-eno, através dos
fragmentos m/z 274 e m/z 259 (SHIOJIMA et al., 1992) como os mais intensos . A formagao
do cation de m/z 274 (e) ocorre apds clivagem do anel B pela reacdo de RDA (Figura 31), ja a

formagao do cation m/z 259 (f) [(e) — 15] se da pela perda da metila 26.

m/z 274 m/z 259
T — (e) ®

Figura 31: Formacdo do fragmento m/z 274 ¢ 259 em triterpenos A’-glutineno

O espectro de massas do pico no Rf 75,66 min apresentou os fragmentos m/z 259 e
274 com maior intensidade. Além dos principais fragmentos foi possivel observar o ion
molecular de m/z 426, caracteristico de triterpeno oxigenado e o fragmento de
m/z 408 (M-18), que confirma a presenga da hidroxila na estrutura. A confirmagdo do
3-hidroxiglutina-5-eno (glutinol) se deu pela comparagdo do espetro de massas obtido com a

literatura (BRANCO & PIZZOLATTI, 2002).
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Triterpenos multifloranos com insaturagdo no carbono C-7 apresentam
comumente o pico base de m/z 204 (g) (Figura 32). Este fragmento dos anéis A e B ¢ formado
pela clivagem das ligagdes C(8) — C(14) e C(13) — C(14) do anel C. Esta mesma clivagem no
anel C forma um segundo fragmento dos anéis D e E de m/z 205 (h), comumente observado
nesta série de triterpenos (SHIOJIMA et al., 1992; BUDZIKIEWICIZ et al., 1963).

Outro fragmento importante ¢ o de m/z 243 iniciado pelo rompimento da liga¢des
C(13) — C(14) e posteriormente pelo rompimento das ligagoes C(12) — C(13) e C(15) — C(16).
Além destes fragmentos, os fragmentos de m/z 231 (m/z 247 no A’-multifloreno-3-ol) e de
m/z 257 (m/z 273 no A’-multifloreno-3-ol), sdo caracteristicos em triterpenos A’-multifloreno.

(SHIOJIMA et al., 1992).

@

— — | — +
rompimento da ¢ g

ligagio C(13)-C(14)

(h)

CH,
|
R
R
@

R (@ (h) (1
multiflora-7-eno H m/z 204 m/z 205 m/z 243
multiflora-7-eno-3-ol OH m/z 220 m/z 205 m/z 259

Figura 32: Formagio dos fragmento m/z 204, m/z 205 ¢ m/z 243 em triterpenos A’-multifloreno
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Apdés a comparacdo dos dados da literatura (SHIOJIMA et al., 1992;
WANG et al.,, 2011) com o espectro de massas do pico eluido no Rt 76,37 min para as
espécies Protium cf. ferrugineum, P. heptaphyllum ssp. ullei, P. tenuifolium,
Tetragastris panamensis, sugere-se que a substancia neste tempo de retencdo se trata do
triterpeno multiflora-7-eno-3-ol (multiflorenol). Na secdo 4.3.5 (pg. 177), é apresentado o
isolamento e identificacdo de dois derivados do triterpeno multiflora-7-eno-3-ol de
Tetragastris panamensis, dando suporte a sugestdo para este triterpeno.

Na Tabela 8, estdo apresentados os triterpenos identificados por espectrometria de

massas para 0s extratos em hexano de 23 espécies de Burseraceae Amazonicas.
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Tabela 8: Composicdo triterpénica dos extratos em hexano das oleorresinas de Burseraceae Amazonicas

" Rt CONCENTRACAO RELATIVA (%)
SUBSTANCIA &) _
(min) DHO PAP PAR PDE PDD PEL PFE PGA PGG PHU PLA PNl POO PPM PPR PPB PRU PSP PST PTE TPA TGL TPE
ursa-12-eno 71,46 - - - - - - - - - 0,3 - - - - - - - - 0,3 - 0,2 - -
A™*2_yrseno/oleaneno 7256 - 029 - - - - - - - - - 0,4 - - - - - - - - - - -
a- ou B-amiradienona 7298 0,9 - - 04 - - - - - - - - - - - - - - 0,2 - - - -
B-amiradienol 73,17 04 - - - - - - - - - - - 0,4 - - - - - - - - - 11
a-amiradienol 7350 2,7 0,5 0,8 2,8 1,0 1,3 - - - - - 0,4 - - - 0,8 15 - - - - 0,3 0,4
Taraxerona 74,05 - 3,1 - - - - - - - - - 5,2 - - - - - - - - - - -
B-amirona 74,37 8.2 4,5 2,3 6,7 2,5 3,8 - - 137 19 18 3,5 1,4 68 10,8 58 2,6 3,2 7,5 2,2 1,4 08 190
Taraxerol 74,48 - 1,2 - - - 0,8 - - - 1,6 - 15 - - - - - - - 7,7 - - -
B-amirina 7490 75 40 188 129 29,7 135 109 205 110 171 225 37 24 158 191 162 59 257 148 64 32 223 82
a-amirona 75,08 122 40 40 118 21 348 - 24 290 55 2,3 4,8 12 142 209 33 2,2 23 195 35 2,7 18 286
a-amirina 7570 165 79 619 277 585 519 183 451 146 406 574 6,6 87 353 344 17,7 103 526 322 62 23 555 226
Glutinol 75,66 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,6 - 4,8 3,7 - -
Multiflorenol 76,37 - - - - - - 2,8 - - 0,4 - - - - - - - - - 3,1 2,0 - -
Friedelano-3-ol 76,82 - - - - - - 1,6 - - 0,6 - - - - - - - - - - - - -
Lupeol 76,85 - - - - - - - - 1,1 0,9 - - - 1,0 - - - 1,0 0,2 - - 0,4 0,8
(?)-taraxasterol 77,15 - - 0,2 - - 0,4 - - - 0,2 - - - 0,2 - - - 0,2 - - - 0,2 -
3-ox0-oleana-12-em-28-al 77,91 - - - - - - - - - - - 9,7 - - - - - - - - - - -
3-0x0-23/24-hidroxi-ursa/oleana-12 eno ) 78,53 5,1 - - - - - - - - - - - - 1,5 - - - - - - - - -
3-0x0-11p-hidroxioleana-12-eno @ 7854 - - - 41 08 - - - - - - - - - - - - - - - - - 2,2
3-0x0-16-hidroxi-oleana-12-eno 78,63 - - - 15 - - - - 4,2 - - 2,0 - 0,9 08 181 269 - 4,6 - - 0,4 -
3-0x0-11p-hidroxiursa-12-eno @ 7890 - - - - - 2,6 - - - - - - - - - 1,0 17 - - - - - -
Maniladiol 79,20 4,0 - 11 2,8 - 1,8 - - - 57 3,8 - 1,4 2,3 1,3 3,3 - - 2,9 - - 5,2 -
3-oxo-ursa/oleana-12-eno-28-al 79,22 - - - - - - - - - - - 1,9 - 0,5 0,9 - - - - - - - -
3-0x0-16-hidroxi-ursa-12-eno 79,41 - - - - - - - - 6,0 - - - - 34 1,7 - - - 2,8 - - - -
3-hidroxioleana-12-eno-28-al 79,68 - 1,1 - - - - - - 1,6 1,1 - 3,4 - 0,4 - - 2,1 0,7 - - - - -
Breina 80,02 19 - 0,9 - - 1,9 - - - 4,1 0,4 - 1,0 5,0 1,3 - - - 2,4 - - 3,7 -
3-hidroxiursa-12-eno-28-al 81,05 - 1,7 - - - - - - 0,5 - - 3,2 - - - - - 0,7 - - - - -

TRITERPENSO IDENTIFICADOS (%) 594 283 900 706 815 946 815 680 821 80,7 882 460 165 874 913 662 532 887 874 339 155 90,6 828
NAO IDENTIFICADOS (%) 354 390 61 247 105 45 105 293 120 114 65 382 64 6,7 6,0 91 295 96 8,3 97 21,3 57 148
NAO IDENTIFICADOS (quantidade) 8 10 7 16 5 4 5 2 14 7 5 11 4 4 11 11 10 6 13 6 15 8 8

@ comparado com Ali et al. (1990); @ — comaparado com Lima et al. (2005); * — espectros de massas no Anexo 1; (-) néo detectado.

Legenda: DHO - Dacryodes hopkinsii; PAP — Protium apiculatum; PAR - P. aracouchini; PDE - Protium decandrum; PEL — P. elegans; PDD - P. divaricatum var. divaricatum; PFE — P. cf. ferrugineum; PGA - P. gallosum
PGG - P. giganteum var. giganteum; PHU — P. heptaphyllum ssp. ullei; PLA — P. cf. laxiflorum; PNI — P. nitidifolium; POO - P. cf. opacum var. opacum; PPM — P. paniculatum var. modestum; PPR — P. paniculatum var. riedelianum
PPB — P. polybotrium var. blackii; PRU — P. cf. rubrum; PSP — P. spruceanum; PST — P. strumosum; PTE — P. tenuifolium; TPA — Tetragastris panamensis; TGL — Trattinnickia glaziovii; TPE — T. peruviana
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4.1.2.1 Quimiodiversidade de triterpenos das séries ursa-12-eno e oleana-12-eno

A avaliagdo das espécies por meio de CG apresentou uma media da concentracao
de a-amirina de 29,7%, com sua variedade de 2,3 % para Tetragastris panamensis, a 61,9 %
para P. aracouchini. Ja o triterpeno B-amirina apresenta uma media de 13,6%, com uma
variacdo de 3,2 % para Tetragastris panamensis, a 29,7 % para P. divaricatum ssp.
divaricatum.

Em um trabalho anterior, a variedade observada de a-amirina em setes espécies
estudadas foi de 6,5 a 32,3% utilizando analise por GC-MS para P. paniculatum
var. modestum e P. strumosum, respectivamente (SILVA et al., 2009). Entretanto, f-amirina
apresentou uma variacdo de 5,0 a 41,1%, para P. grandifolium e P. tenuifolium,
respectivamente. Mais recentemente, Siani et al. (2012), demonstraram uma variacdo de
35,0 % (P. altsonii) a 58.9% (P. opacum) para a-amirina, € uma variacao entre 11,4 %
(Trattinnickia rhoifolia) a 31,2% (P. opacum) para B-amirina.

Para a espécie P. apiculatum a concentragdo de a- ¢ B-amirina foi de 7.0 e 10.0%
(SILVA et al., 2009), respectivamente. No presente trabalho, concentragdes semelhantes para
estes triterpenos foram observadas (Tabela 8). Para P. tenuifolium, a mistura de
a- e B-amirina, foi descrita como majoritarios, 25 e 41 %, respectivamente, contudo, a
amostra analisada mostrou que estes triterpenos se encontram em menor concentracao,
aproximadamente 6% para ambos triterpenos. J& em P. strumosum, a concentracdo dos
triterpenos o- € B-amirina descrita anteriormente foi de aproximadamente 32 %, para ambos
triterpenos, j& a amostra avaliada apresentou concentragdo semelhante para a-amirina, sendo
que para B-amirina, apenas a metade descrita anteriormente foi observada. Ja na espécie
P. paniculatum var. modestum, concentracoes de 6,5 e 7,5% foram descritas para

a- e f-amirina, respectivamente, concentragdes bem abaixo das observadas.
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Para a espécie com maior numero de estudos para o género Protium, a
P. heptaphyllum, a concentrag¢do dos triterpenos a- e f-amirina descrita anteriormente era de
20 e 18 %, respectivamente (SILVA et al., 2009), um total de 38% da mistura. Esta
quantidade total de a- e B-amirina, também apresenta variacdo em processos de isolamento,
com obtencdo um rendimento da mistura de a- e B-amirina entre 7 e 45 % (MAIA et al.,
2000; VIEIRA JUNIOR et al., 2005; SUSUNAGA et al., 2001).

Os triterpenos o- € B-amirina apresentam grande variacdo em espécies de Protium,
podendo estar relacionadas com fatores externos: como solo e clima, e fatores internos, tal
como variagao entre-espeécies e intraespécies.

Interessante observar que os triterpenos carbonilicos, a- ¢ B-amirona ndo foram
observados para a espécie P. cf. ferrugineum e B-amirona ndo foi detectado em P. gallosum.
O valor médio de a-amirona foi de 8,3%, com uma variagdo de 1,2 % observado em
P. opacum var. opacum a 29,0 % observado para e P. giganteum var. giganteum. Para
B-amirona a média foi de 5,7%, com variacdo de 0,8 para Trattinnickia glaziovii a 19,0% para
Trattinnickia peruviana. As amostras ausentes dos triterpenos ndo foram utilizadas no calculo
da média.

A varia¢do de a-amirona em cinco das setes espécies estudadas por Silva et al.,
(2009) foi de 2,4 % para P. heptaphyllum a 19,0% para P. apiculatum , ja B-amirona néo foi
detectada.

Um resultado similar ao observado neste trabalho foi descrito para doze espécies
avaliadas por Siani et al. (2012). Uma variacdo de 2,0% (P. icicariba) a 21,5% (Trattinnickia
rhoifolia) para a-amirona e 1,7% (P. opacum) a 16,9% (T. rhoifolia) para p-amirona, foi
observado. Apenas em P. altsonii, traco destas duas substancias foram observadas.

Das 23 espécies analisadas, breina foi observada apenas em 10, e maniladiol foi

observada em 12 amostras. A média de breina foi de 2,3% para as amostras detectadas,
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variando de 0,4 para P. cf. laxiflorum a 5,0% para P. paniculatum var. modestum. Maniladiol
apresentou uma média de 3,0% dentre as amostras onde foi detectado, variando de 1,1 para
P. aracouchini a 5,7% para P. heptaphyllum ssp. ullei.

Na avaliacdo de Siani et al. (2012), a variagdo de breina foi de 2,0%
(P. hebetatum) a 7,2% (P. paniculatum var. modestum ) em oito dos 12 amostras, sendo
observado tracos desta substancia em duas espécies de P. heptaphyllum (obtidas no Amazonas
e Rio de Janeiro), P. opacum e P. spruceanum. Maniladiol foi detectada com uma variacdo de
1,3% (P. icicariba) para 4,6% (P. hebetatum), sendo observados tracos desta substancia em
P. heptaphyllum (obtido no Rio de Janeiro), P. spruceanum e Trattinnickia rhoifolia.

A presenca de dois triterpenos ausentes de oxigénio (ursa-12-eno e
A%M12_yrseno/oleaneno) foram observadas para cinco amostras estudadas, em P. apiculatum,
P. heptaphyllum ssp. ullei, P. nitidifolium, P. strumosum e Tetragastris panamensis, contudo
suas concentracdes foram muito baixa, sendo detectado tracos destas substancias (> 0,4 %).
Né&o existem relatos desta substancia em Burseraceae, contudo a deteccdo destes triterpenos
pode ocorrer por se tratar de um derivado de a-amirina e/ou f-amirina.

A presenca de outros trés dienos conjugados se mostraram presentes nas
oleorresinas de treze espécies, contudo as maiores concentracdo foram observadas para
a-amiradienol em Dacryodes hopkinsii (2,69 %) e Protium decandrum (2,78 %).

Triterpenos com sitio de oxidacdo na posicdo 23 ndo sdo comuns em espécies da
tribo Protieae e ndo ha relatos em espécies da tribo Canariae. A deteccdo de ions para 0s
triterpenos 3-0x0-23/24-hidroxi-ursa-12-eno e 0 3-0x0-23/24-hidroxi-oleana-12-eno, sugere
que grandes concentracbes de um destes triterpenos em Dacryodes hopkinsii (5,1 %) e
concentra¢fes mais reduzidas em Protium paniculatum var. modestum (1,49 %). A Unica
descricdo de triterpeno 23/24 hidroxilado em Protieae, foi descrita por Susunaga et al. (2001),

sendo isolado o triterpeno 3,24-diidroxiursa-12-eno da oleorresina de Protium heptaphyllum.



103

4.1.2.1.1 Analise quimiométrica dos principais triterpenos das séries ursa-12-eno e

oleana-12-eno

Com interesse de conhecer a variacdo de o-amirina, [-amirina, o-amirona,
B-amirona, breina e maniladiol nas espécies estudadas foram realizadas andlises estatisticas
dos componentes principais (PCA) e de agrupamento hierarquico dos componentes principais
(HCPC). A avaliacio de dados multivariados foi realizada correlacionando a matriz
computada com as 23 espécies para os 3 triterpenos ursa-12-eno e os 3 triterpenos
oleana-12-no. No grafico de PCA (Figura 33) foram avaliados a Dimensdao 1 (Dim 1) ¢ a

Dimensao 2 (Dim 2), representando 73.09% das informagdes totais.
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Figura 33: Distribuicdo de vinte e trés espécies por analise dos componentes principais utilizando como
variaveis o- e f-amirina, o- e f-amirona, breina e maniladiol. (A) Mapa de Fatores Individuais. (B) Mapa de
Variaveis.

A variancia mostrou que Dim 1 representa 41.69% de toda a informagdo, sendo
observado no mapa dos fatores das variaveis (Figura 33) um “loaded” positivo para as

variaveis breina, maniladiol, o-amirina e p-amirina, ¢ o “loaded” negativo para
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a- e f-amirona. A Dim 2, tem representatividade de 31.4% das informagdes, apresentando
todas as variaveis com um “loaded” positivo.

Para a determinagdo dos agrupamentos das amostras apresentadas no PCA, foi
realizado a andlises de Agrupamento Hierarquico dos Componentes Principais (HCPC) sobre

0 Mapa de Fatores, apresentada na Figura 33.
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Figura 34: Dendograma sobre o Mapa de Fatores representando a dissimilaridade entre as vinte e trés espécies.

A andlise HCPC sobre o Mapa de Fatores (Figura 34) apresentou a posi¢ao de
cada cluster no PCA, demonstrando a influéncia dos triterpenos a- ¢ f-amirona, na formagao
do primeiro agrupamento (C1), a influéncia da variacdo de a-amirina, B-amirina, breina e
maniladiol na formagdo do terceiro (C3), quarto (C4) e quinto agrupamento (C5). O segundo
agrupamento (C2) foi determinado pelo baixa concentragdo e/ou pela auséncia das variaveis

analisadas.
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O agrupamento C1 é caracterizado pela alta concentracdo de o-amirona
(28,8 + 0,3%) e B-amirona (16,3 + 3,8%), concentracdes maiores que a observadas para seus
anélogos a-amirina (18,6 + 5,6%) e B-amirina (9,6 + 1,9%). Outro fator observado neste
grupo foi a auséncia dos triterpenos breina e maniladiol. Estas caracterizagdes foram
observadas apenas para duas espécies; Protium giganteum var. giganteum e Trattinnickia
peruviana.

O agrupamento C2 foi caracterizado pela auséncia de breina e maniladiol em
quase todas as amostras, com excecdo de Protium opacum. Ainda neste grupo pode-se
observara a baixa concentracdo de o- e f-amirina ¢ a- ¢ B-amirona. Estas caracteristicas na
composicdo foram observadas para as espécies Protium apiculatum, P. cf. ferrugineum, P.
nitidifolium, P. opacum ssp. opacum, P. cf. rubrum, P. tenuifolium e Tetragastris panamensis.

As especies Dacryodes hopkinsii, Protium decandrum, P. polybotryum ssp.
blackii, P. paniculatum var. riedelianum, P. strumosum e P. paniculatum var. modestum, que
compreendem o agrupamento C3, apresentaram valores médios de suas concentracdes para
todas as variaveis analisadas (média intra-variaveis).

O agrupamento C4, formado por P. heptaphyllum ssp. ullei e Trattinnickia
glaziovii, é caracterizado pelas altas concentracdes de a-amirina (48,0 + 10,5%) e B-amirina
(19,9 + 3,9%), pela baixa concentracdo de a-amirona (3,6 + 2,6%) e B-amirona (1,4 + 0,8%),
e pela alta concentracdo de breina (3,9 + 0,2%) e maniladiol (5,4 + 0,3%), comparado aos
demais agrupamentos.

O agrupamento C5, formado por P. gallosum, P. spruceanum, P. divaricatum ssp.
divaricatum, P. elegans, P. aracouchini e P. cf. laxiflorum apresentam alto nivel de a-amirina
(54,4 + 5,8%) e pB-amirina (21,8 + 5,6%) e baixo nivel de concentracdo de a-amirona (2,7 +
0,8%) e B-amirona (2,3 + 1,3%), sendo diferenciado do agrupamento C4 pela breina e

maniladiol por sua baixa concentracao.
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4.1.2.2 Outros Esqueletos Triterpénicos Detectados

O lupeol, outro triterpeno também descrito em Burseraceae foi detectado nos
extratos foi observada para cinco espécies de Protium e para as duas espécies de
Trattinnickia, as concentragdes deste triterpeno apresentaram uma variagdo de 0,2 %
(P. strumosum) até 1,1 % (P. giganteum var. giganteum).

Para o género Protium, a Unica descricdo de lupeol anterior é para a espécie
P. apiculatum (LIMA et al., 2004), contudo, neste trabalho, este triterpeno ndo foi detectado
para esta espécie.

Descri¢des de lupeol no género Dacryodes também foi relatada com o isolamento
deste triterpeno em Dacryodes edulis e D. hopkinsii (EKONG & OKOGUN, 1969;
LIMA et al., 2004). Tal deteccéo ndo ocorreu na oleorresina de D. hopkinsii coletada, mesmo
se tratando do mesmo individuo estudado por Lima et al. (2004).

A presenca do lupeol nas duas espécies do género Trattinnickia é retratada pela
primeira vez. Anteriormente, sua deteccdo nas oleorresinas de espécies do género Dacryodes
indica similaridades quimiotaxonémicas, ja que ambos géneros pertencem a mesma tribo: a
Canarieae.

A lupenona, tem descri¢cdo de seu isolamento apenas nas espécies Commiphora
mirra e Boswellia carteri (MINCIONE & IAVARONE, 1972; MORIKAWA et al., 2010).
Sua deteccdo em uma das espécies estudadas, a Protium spruceanum, foi observada na
concentracédo de 1,4 %.

Outro triterpeno descrito uma Unica vez em espécies de Burseraceae € 0 derivado
de esqueleto taraxastano, isolado de Protium heptaphyllum (SUSUNAGA et al., 2001).
Contudo, mesmo ndo podendo determinar a posi¢do da insaturacdo, foi possivel detectar um

triterpeno deste esqueleto em P. heptaphyllum ssp. ulei, além de P. aracouchini, P. elegans,
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P. paniculatum ssp. modestum, P. spruceanum e em Trattinnickia glaziovii, em concentracfes
que ndo ultrapassaram 0,4 %.

Os derivados da série friedooleanano foram detectados oito espécies de Protium e
em Tetragastris panamensis. O taraxerol, foi detectado nas espécies Protium apiculatum,
P. elegans, P. heptaphyllum ssp. ullei, P. nitidifolium e P. tenuifolium, j& seu derivado, a
taraxerona, foi detectado nas espécies P. apiculatum e P. nitidifolium em concentragdes
maiores que sua forma hidroxilada. Este esqueleto triterpénico foi isolado anteriormente nas
cascas de Canarium zeylanicum (BANDARANAIKE et al., 1980) e nas folhas de
Tetragastris altissima (LIMA et al., 2001).

A friedelina, mais comum dos triterpenos friedooleanano descrito em Burseraceae
foi detectado em P. ferrugineum e P. heptaphyllum ssp. ullei. Este triterpeno ja foi isolado das
partes aéreas de Commiphora opobalsamum (ABBAS et al., 2007), da oleorresina de P.
crenatum e P. heptaphyllum (USUBILAGA et al., 2004; SUSUNAGA et al., 2001), das
folhas de P. strumosum (GUIMARAES & SIANI, 2007) e Tetragastris altissima (LIMA et
al., 2001), e das cascas de Santiria trimera (da SILVA et al., 1990), além de ter sido
detectado na oleorresina de P. altsoni, P. icicariba e P. spruceanum. (SIANI et al., 2012).

Neste trabalho, foi identificado o glutinol pela primeira vez para as espécies
Protium spruceanum, P. tenuifolium e Tetragastris panamensis. Peraza-Sanchez et al. (1995)
e Loemba-Ndembi & Silou, (2006) isolaram este triterpenos anteriormente em oleorresinas de
Bursera simaruba e Dacryodes edulis, espécies das tribos Bursereae e Canarieae,
respectivamente, sendo reportado pela primeira vez em espécies da tribo Protieae.

O multiflorenol esta sendo reportado pela primeira vez na familia Burseraceae,
sendo detectado nas espécies Protium cf. ferrugineum e, P. tenuifolium, P. heptaphyllum ssp.
ullei e em Tetragastris panamensis. Uma substancia de esqueleto multiflorano foi isolado

anteriormente das cascas de Tetragastris altissima (LIMA et al., 2001), com a obtencdo do
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acido 2,3-seco-isobriondnico, mas seu precursor, o multiflorenol, ainda ndo havia sido

identificado em Burseraceae.

4.2 Potencial Citotoxico de Oleorresinas de Burseraceae

4.2.1 Selecdo dos Extratos com Potencial Citotdxico

Dos 23 extratos em hexano avaliados por CG, foram selecionados 14 extratos, 0s
quais foram submetidos a ensaios de citotoxicidade contra a linhagens de células tumorais
HCT-8, MDA/MB-435 e SF-295. Os resultados estédo expressos em porcentagem de inibicéo
na concentracao de 50 pg/mL, na Tabela 9.

Para a determinacdo dos extratos ativos foi utilizada como valor de corte, a
atividade de inibigdo acima de 80%, sendo considerada esta atividade elevada. Os extratos
com atividades entre 50 a 79 % foram consideradas moderadamente ativos, e abaixo de 50%
pouco ativos.

A avaliacdo dos ensaios citotoxicos demonstraram que o0s extratos em hexano
HrPNI (Protium nitidifolium), HrPRU (Protium cf. rubrum) e HrTPE (Trattinnickia
peruviana) apresentaram alta atividade contra a linhagem HCT-8. Contra a linhagem SF-295,
foram observadas atividades elevadas dos extratos HrPRU e HrTPE. Contudo, para a
linhagem MDA/MB-435, nenhuns dos extratos apresentaram atividades elevadas.

A relacdo dos dados do perfil quimico demostrou que a amostra HrTPE apresenta
em sua composi¢do 0s monoterpenos trans-p-mentano, p-ment-3-eno, e os triterpenos o-
amiradienol e lupeol, além de outros seis triterpenos ndo identificados, que ndo foram

detectados nas demais amostras em que a citotoxicidade foi avaliada.



Tabela 9: Atividade citotoxica por extratos em hexano de Burseraceae na concentragdo de 50 pg/mL

Extrato em Citotoxicidade(%)
Hexano HCT-8 MDA/MB-435 SF-295
HrPAP 68,78 (+ 22,63) 47,33 (+ 2,31) 53,08 (+ 16,83)
HrPDE 69,68 (+39,41) 5449 (+10,31) 4540 (+ 4533)
HrPEL 40,05 (+ 14,18) 36,02 (+ 4,44) 43,94 (+ 34,02)
HrPGG 52,78 43,54 43,25
HrPHU 55,76 (+ 3,53) 40,73 (+ 6,13) 36,93 (+ 22,19)
HrPNI 89,20 (+ 5,09) 44,37 (+10,58) 64,46 (+ 14,99)
HrPOO SA 26,21 SA
HrPPM 42,47 (+ 0,35) 9,43 (+ 1,51) 25,03 (+ 20,06)
HrPPB 38,48 39,22 17,60
HrPRU 93,08 (+ 4,01) 53,81 (+28,07) 93,46 (+ 14,09)
HrPTE 78,88 (+ 9,49) 35,76 (+ 12,44) 68,46 (+ 0,81)
HITPA 23,85 44,09 SA
HrTPE 93,08 (+11,63) 68,57 (+41,78) 86,34 (+20,21)
HITGL 52,86 (+ 0,12) 7,48 (+ 17,07) 46,54 (+4,19)
DOX 98,60 100,00 91,35

DOX - Droga padrdo. SA — Sem Atividade
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Ja a amostra HrPRU, apresentou em sua COmposicdo 0s sesquiterpenos

B-elemeno; B-selineno; outros dois sesquiterpenos nao identificados, e o triterpenos lupenona;

além de outros oito triterpenos ndo identificados, que ndo foram detectados nas demais

amostras em que a citotoxicidade foi avaliada.

No extrato HrPNI, foi observada uma alta concentracdo de limoneno (4,20 %) em

relacdo a outro extrato em que esta substancia foi detectada (HrPAP, 0,54%) o e o mirtenol,

detectado apenas em HrPNI. Dentre os triterpenos, trés picos por CG foram observados por
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apenas em PNI, contudo apenas um deste foi identificado, o 3-hidroxiursa-12-eno-28-al, na
concentracédo de 9,74%.

Visando avaliar os extratos de maior polaridade, as amostras obtidas em acetato
de etila provenientes das mesmas espécies que as amostras em hexano foram submetidas a

mesma avaliacéo de atividade bioldgica (Tabela 10).

Tabela 10: Atividade citotoxica por extratos em acetato de etila de Burseraceae na concentragéo de 50 pg/mL

Extrato em Citotoxicidade(%)

Acetato de Etila HCT-8 MDA/MB-435 SF-295
ArPAP 86,58 (+12,50) 53,49 (+20,80) 72,98 (+5,14)
ArPDE 59,18 65,06 31,80
ArPEL 50,47 69,47 14,61
ArPGG 88,74 97,84 74,50
ArPHU 47,66 (+0,87) SA 29,03 (+0,73)
ArPNI 61,33 (+1,68) 38,72 (+7,02) 49,03 (£6,54)
ArPOO 5,08 27,82 2,20
ArPPN 31,25 (+1,50) SA 10,53 (+3,67)
ArPPB 40,50 (+0,12) 6,47 (+8,71) 53,34 (+24,10)
ArPRU 68,04 54,62 23,57
ArPTE 55,36 (+1,10) SA 36,20 (+12,20)
ArTPA 46,91 73,93 5,11
ArTPE 33,93 49,36 21,85
ArTGL 92,88 96,23 23,15

DOX 98,60 100,00 91,35

DOX - Droga padrdo. SA — Sem Atividade

Os resultados apresentados na tabela 10 para os extratos em acetato de etila

mostraram que a atividade inibitoria elevada ocorreu em amostras de espécies diferentes das
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observadas nos extratos em hexano. A alta atividade contra a linhagem HCT-8 foi observada
para os extratos ArPAP (Protium apiculatum), ArPGG (Protium giganteum var giganteum) e
ArTGL (Trattinnickia glaziovii), apresentando inibicdo de 86,58; 88,74; e 92,88%,
respectivamente. Contra a linhagem MDA/MB-435, foram observadas atividades elevadas
dos extratos ArPGG e ArTGL, onde inibicdes de 97,84 e 96,23%, respectivamente, foram
obtidas.

Os resultados apresentados nas Tabelas 9 e 10 demonstram que a citotoxicidade
contra a linhagem SF-295, foi observada apenas para extratos obtidos em hexano, ja a
linhagem MDAM B-435 apresentou atividade apenas por extratos obtidos em acetato de etila.
Estes resultados demonstraram que a citotoxicidade entre as linhagens SF-295 e MDAM B-
435 apresentam sensibilidades diferentes para substancias obtidas em processos de extracdo
com solventes em diferentes polaridades.

A atividade do extrato em hexano pode estar relacionado com alguns compostos
volateis. O potencial citotoxico de compostos volateis j& foi descrito anteriormente por
algumas espécies de Burseraceae, como 0 ensaio contra a linhagens de células JJ74, SP2/0 e
Neuro-2A, testadas com o 6leo essencial das folhas e quatro espécies de Protium, e pelo 6leo
essencial da oleorresina de P. heptaphyllum (SIANI et al., 1999b), e contra as linhagens
A-549 e DLD-1, sendo descrito como constituintes majoritarios deste 6leo essencial o
limoneno, B-cariofileno, a-humuleno e germacreno D (SYLVESTRE et al., 2007).

Nao existem descricdes de citotoxicidade para o a-amiradienol identificado no
extrato HrTPE, contudo o triterpeno 3-hidroxiursa-12-eno-28-al apresentou uma Clsp de 6,4
MM em ensaio de citotoxicidade na linhagem celular B16 2F2 (melanoma de rato) (HATA et
al., 2002), o que sugere que esta substancia pode estar envolvia na atividade observada contra
a linhagem HCT-8. Contudo, triterpenos de baixa e média polaridade, ndo apresentam grandes

valores de atividade citotdxica, como demonstrou os resultados para triterpenos de esqueleto
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cicloartano, que apresentaram atividade moderada (SHEN et al., 2008). Atividade moderada
esta como a observada para alguns dos extratos avaliados.

Para dar continuidade ao estudo de citotoxicidade, foi selecionada a amostra
HrTPE, para dar segmento ao estudo, sendo esta amostra submetida a fracionamento

cromatografico visando o isolamento de possiveis compostos bioativos.

4.2.2 Fracionamento do Extrato em Hexano HrTPE: extrato citotoxico contra as

linhagens HCT-8 e SF-295

O extrato HrTPE (1,0230g) foi submetido a cromatografia em coluna com gel de
silica 60 (70-230 mesh) impregnada com KOH obtendo duas fragdes (Figura 35). Uma fracéo
de substancias ndo &cidas, obtida com diclorometano (DCM), dando origem a fracdo nédo
acida HrTPEn; e uma fracdo salina, obtida em metanol, dando origem a fracdo salina
denominada HrTPEcK.

A fragdo HrTPEn (822,2 mg) foi submetida a cromatografia em coluna com gel de
silica 60 (70-230 mesh) (Dint = 2 cm, hgjica = 12,5 cm, mgjica = 18 g, pastilha — 2g SiO,).
Foram recolhidas cinco fragdes, sendo a fracdo “A” eluida com 300 mL de hexano 100%, a
fragdo “B” com 300 mL de hexano:DCM (1:1), a fracdo “C” com 300 mL de DCM 100%, a
fracdo “D” com 300 mL de DCM:AcOEt (1:1) e uma fracdo “E” com 100 mL de MeOH.

A fracdo Hr'TPEcK foi transferida para um funil de separacdo com 50 mL de agua
destilada junto a 30 mL de DCM. Em seguida foi realizada a leitura do pH (pH 11) e
acidificada com HCI 1N até pH 4. Apos a acidificacdo a fracdo organica foi extraida, sendo
realizadas mais quatro extragdes com 30 mL de DCM, sendo reunidas posteriormente e

concentradas originando a fragdo de acidos HrTPEpH4.



Solugao Salina
HrTPEcK

HrTPEnA HrTPEnB
(Hexano) (Hesano:DCM)
307,5 mg

Figura 35: Fluxograma de filtracdo da amostra biologicamente ativa HrTPE

HrTPEnD
(DCM:AcOEt)
260,7 mg

HrTPEpH 4
200,1 mg

el
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A eficiéncia na separagdo das cinco subfracoes de ndao acidos HrTPEnA,
HrTPEnB, HrTPEnC, HfTPEnD e HrTPEnE e da fragdo de acidos HrTPEpH4 foi avaliada
por CCD (Figura 36). Como o processo cromatografico se mostrou eficiente, as seis fragdes
foram enviadas para avaliacdo de citotoxicidade contra as linhagens de células tumorais HCT-

8, MDA/MB-435 e SF-295.
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Figura 36: Perfil cromatografico em CCD de HrTPE e suas fragdes

Apos a avaliagdo da citotoxicidade, foi verificado que apenas para uma das seis
fragdes avaliadas, ocorreu inibicdo de crescimento: a fragdo HrTPEnD (Figura 37). A
avaliacdo do extrato havia demonstrado uma inibicdo de 93% contra a linhagem HCT-8 e
86% contra a linhagem SF-295.

Contudo, o resultado demonstrou citotoxicidade elevada apenas contra a linhagem
HCT-8 (94,7%), esta inibicao foi obtida pela fragdo HrTPEnD. J4 a fragdo HrTPEpH4
apresentou apenas atividade moderada contra esta linhagem tumoral (66,7%). As demais
fragdes ndo apresentaram efeito citotdxico contra esta linhagem de célula tumoral.

Contra a linhagem SF-295, a atividade de maior valor observada foi de 71,8%
pela fragdo HITPEpH4. Ja a fragdo HrTPEnD apresentou pouca atividade, com inibi¢ao de
49,8%. Esta reducdo na atividade inibitéria pode estar relacionada a efeitos sinérgicos entre

substancias presentes no extrato nao fracionado, HrTPE.
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Buscando conhecer a composicao quimica da fracado ativa, foram realizados novos
experimentos de cromatografia em coluna, com obtencdo de maiores quantidades da fracédo

HrTPEn’D, ¢ isolamento de substancias desta fra¢ao (Secao 4.3.1).
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Inibicdo

HCT-8 MDA/MB-435 SF-295

Linhagem de Célula Tumoral

EHrTPEnNA HEHrTPEnB HWHrTPENC WHrTPEnND HMHrTPEnE ®HrTPEa4d

Figura 37: Atividade citotoxica das fragdes de HrTPE

4.3 Isolamento e Elucidacdo Estrutural das Substancias de Oleorresinas de

Burseraceae

4.3.1 Fracionamento do Extrato em Hexano de Trattinnickia peruviana (HrTPE)

A amostra HrTPE foi selecionada para fracionamento quimico devido a
citotoxicidade que apresentou para uma de suas fragdes, a HrTPEnD (secdo 4.2.2, pg. 112).

Para o aumento da quantidade da fracdo HrTPEnD, o extrato HrTPE foi submetido a um novo
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fracionamento, com aumento da massa inicial e reformulacdo dos parametros do experimento
de cromatografia em coluna.

Parte do extrato HrTPE (6,03469) foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica 60 (70-230 mesh) impregnada com KOH (Dinx = 3,6 cm, hsjica = 7 cm,
Msilica = 60 g, aplicacdo da amostra: liquida — 10 ml de DCM). Foi coletada apenas a amostra
de interesse, eluida com 1000 mL de DCM. A fracdo em DCM, apos concentrada deu origem

a fracdo ndo acida HrTPEn’ (5,6806).

HrTPE
6,0346 g

CCTI
Fase estaciondria: SiO,/KOH (60g)
Coluna: @;,; 3,6cm
Eluentes: 1000 mL de DCM

HrTPEn'
5,6806 g

CCA
Fase Estaciondria: 1089 SiO, [70-230 mesh]
Coluna: @;,, 4cm
Eluentes:
Fracdo A-C: 1500mL DCM
Fracdo D: 1500mL DCM: AcOEt (1:1)

HrTPENA-C HrTPEND
3,0982 g 2,5808 g
| |
CCA

Figura 38: Fluxograma de obten¢do de HITPEn'D
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A fracdo HrTPEn’ (5,6806 g) foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica 60 (70-230 mesh) (Qint = 4 cm, hgjjica = 19,5 cm, Mgjiica = 108 g, aplicacdo da amostra:
liguida — 10 mL de DCM). Foram recolhidas duas fracGes, sendo a fracdo “A-C” eluida com
1500 mL de DCM 100%, e a fracdo “D” eluida com 1500 mL de DCM:AcOEt (1:1), obtendo
2,5808g da fragdo denominada HrTPEn’D, como mostra o fluxograma na Figura 38.
A comparagdo por CCD entre a fragdo enviada para avalia¢do citotoxica (HrTPEnD) e a
obtida no processo de ampliacdo de amostra (HfTPEn’D), esta apresentada na Figura 39,

mostrando semelhanca entre os dois processos de fracionamento.
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Revelador: Vanilina Sulfiirica

Figura 39: Comparacéo do perfil cromatografico em CCD de HITPEnD e HrTPEn'D

A fragao HrTPEn’D (1,0020g) foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica 60 (70-230 mesh) (@it = 2 cm, hgjica = 20,6 cm, Mmgica = 30 g, aplicacdo da
amostra: liquida — 5 mL de Hexano e DCM (1:1)). Foram obtidas cinco fracGes, sendo a
primeira fracdo eluida com 120 mL da mistura hexano e DCM (1:1), a segunda fracao eluida
com 120 mL da mistura de hexano e DCM (1:1) com 5% de acetato de etila, a terceira fracdo
eluida com 120 mL da mistura de hexano e DCM (1:1) com 15% de acetato de etila, a quarta
fracédo eluida com 120 mL da mistura de hexano e DCM (1:1) com 25% de acetato de etila e a

quinta fracdo eluida com 120 mL de metanol, como mostra o fluxograma (Figura 40).
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HrTPEn'D
1,0020 g
CCA

Fase Estacionéria: 30g SiO, [70-230 mesh]
Coluna: @, 2cm
Eluentes:

Fracdo 1: 120 mL hexano:DCM (1:1) .

Fracdo 2: 120 mL hexano:DCM (1:1) AcOEt 5%

Fracdo 3: 120 mL hexano:DCM (1:1) AcOEt 15%

Fracdo 4: 120 mL hexano:DCM (1:1) AcOEt 25%

Fracdo 5: 120 mL MeOH

1 1 1 1 1
Fracéo 1 Fracéo 2 Fragéo 3 Fracéo 4 Fracdo 5
2,8 mg 38,8 mg 445,8 mg 256,9 mg 274,8 mg
| | | | |
HrTPEn"D4

Figura 40: Fluxograma do fracionamento da amostra HrTPEn’D

A eficiéncia na separacdo das cinco sub-fracGes obtidas no fracionamento de
HrTPEn’D foi avaliada por CCD (Figura 41), sob elui¢do da mistura de solventes Hexano e
DCM (1:1) com acetato de etila 15%. Os resultados apresentados pela avaliacdo de CCD
determinou interesse pela fragado HrTPEn’D4 pelas manchas de Rf 0,44 e Rf 033, sendo estas

duas fracOes submetidas fracionamento por cromatografia em coluna “Flash”.
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Eluente: Hex:DCM (1:1) AcOEt 15%
Revelador: Vanilina Sulfurica

Figura 41: Perfil por CCD das fragdes de HrTPEn'D

A fragdo HrTPEn’D4 (256,9 mg) foi submetida a cromatografia em coluna “flash”
(Dint = 2 cm, hgjica = 15,0 cm, mgjjica = 25 g). Para a eluicdo foram utilizados dois eluentes:
200 mL de uma mistura de hexano ¢ acetato de etila (8:2), onde foram coletadas 20 fragdes de
10 mL; e 200 mL de uma mistura de hexano e acetato de etila (7:3), onde foram coletadas
outras 20 fragcdes de 10 mL (Figura 42). Nao foi realizada a coleta do volume morto. Para a
limpeza do material retido na coluna foi coletada uma tnica fragdo de 120 mL em metanol.

Ap6s a avaliagdo por CCD, foram reunidas as fragdes 18 a 24 que apresentaram
uma unica mancha em CCD no Rf 0,23, fornecendo 42,8 mg de uma amostra denominada
TPE-1. Para identificagdo da amostra TPE-1, 10 mg foram submetidas a andlises de
espectrometria de massas acoplada a cromatografo a gas (CG-EM) e ressonancia magnética

nuclear (RMN de 'H, "°C e os bidimensionais (‘H-">C)-HSQC ¢ (‘H-"*C)-HMBC).



HrTPEn'D4
256,9 mg

Hexano e AcOEt (8:2)
Fragdes 1 a 20

Hexano e AcOEt (15:5)
Fragdes 21 a 40

TPE-1
(Fragdo 5)

Figura 42: Fluxograma de fracionamento de HrTPEn’D4

MeOH 100%
Fragdo 41

0cl



121

4.3.1.1 Identificacdo de TPE-1

A fracdo identificada como TPE-1 apresentou solidos de coloracdo branca e
formato de agulha apds recristalizacgio em DCM. A analise da fracdo por CG-EM
(Figura 43-A) mostrou a presenga de um unico pico no Rt 36,99 min. O espectro de massas
(Figura 43-B) apresentou fragmento de m/z 424 [M]" (100).

A presenca do ion molecular [M*] como pico base (PB), é caracteristico de

triterpenos pentaciclicos com insaturagdes A°*D2

, como ja foi reportado por Cruz-Cafizares
et al., 2005 e Siani et al., 2012 para os triterpenos oleana-9(11),12-dieno-3-ol e ursa-9(11),12-
dieno-3-ol.

O espectro de massas apresentou ainda o ion m/z 409 [M+ - 15], caracteristico de
perda de metila, perda comum observada em terpenos. Os ions m/z 406 [M" - 18]

e m/z 391 [m/z 409 - 18], indicam fragmento caracteristico de perda de agua, o que sugere a

presenca de hidroxila na estrutura.
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Figura 43: Cromatograma de ions totais (A) e espectro de massas (B) da fragdo TPE-1
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No espectro de RMN de *H (Figura 44) foram detectados sete simpletos nos sinais
em & 0,88 (6H), 0,90 (3H), 0,91 (3H), 1,01 (3H), 1,03 (3H), 1,15 (3H) e 1,22 (3H), sugerindo
a presenca de oito hidrogénios de grupos metilicos.

A presenca de um duplo dupleto em & 2,14 (dd, J=13,2, 4,4 Hz, 1H), sugere a
presenca de um hidrogénio de grupo metinico na posi¢do axial acoplado com dois
hidrogénios, um na posigéo axial e outro na posicéo equatorial.

Dois hidrogénios metinicos na regido de olefinas foram observados com os
dupletos em 6 5,52 (d, J=5,9 Hz, 1 H) e 5,61 (d, J=5,9 Hz, 1 H), sendo que suas constantes de
acoplamento sugerem que se tratam de hidrogénios de carbonos vizinhos. A presenca de
hidroxila, sugerida pelo espectro de massa, foi confirmada pelo tripleto em & 3,42
(J=2,7 (x2) Hz, 1H), regido de hidrogénio ligado a grupo carbindlico, sua posicdo foi
estabelecida pelo multipleto com J=2,7 Hz, que sugere que o hidrogénio se encontre na

posicao equatorial e a hidroxila na posicao axial (posigao o).
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No experimento RMN de °C (Figuras 45) foram detectados a presenca de 30
sinais. Dentre os sinais observados, a presenga de um carbono carbinolico em 6 75,7, reafirma
novamente a hidroxila sugerida pelo espectro de massas e pelo espectro de RMN de 'H.

O espectro de RMN de B apresentou ainda quatro sinais em 6 115,4; 120,7;
147,0 e 154,5, referentes a carbonos olefinicos, confirmando a presencga de duas insaturagdes

sugerida pelo espectro de massas.
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Figura 45: Espectro de RMN de °C da fragdo TPE-1 (125 MHz, Solvente/Referéncia: CDCls)

A atribuicio das correlagdes dos sinais de RMN de 'H dos hidrogénios de TPE-1
para seus respectivos carbonos, foram obtidas através do espectro de correlagdao heteronuclear
(‘H-"C)-HSQC (Figura 46).

O experimento de correlagdo (‘"H-">C)-HSQC demonstrou que dos quatro sinais de
carbonos olefinicos, somente os carbonos em & 115,4 e 120,7 se correlacionam com hidrogénios,

sendo estes em & 5,61 e 5,52, respectivamente.
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O experimento ('H-""C)-HMBC (Figura 48) mostrou que os hidrogénios metilicos

em o 1,01 (H-23) e 0,88 (H-24), se correlacionam com os carbonos em & 37,7 (C-4) e

45,0 (C-5), que o hidrogénio H-23 se correlaciona com o carbono carbindlico C-3

(6 75,7) e com o carbono C-24 (6 22,4) e que o hidrogénio H-24 se correlaciona com o

carbono C-23 (0 28,3), sugerindo uma parte do anel A da estrutura.
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No experimento ('H-""C)-HMBC pdde-se determinar a relagio entre os anéis B, C
e D. O sinal do hidrogénio metilico H-25 (& 1,22) se correlaciona com os carbonos em 6 31,7
(C-1), 45,0 (C-5), 154,5 (C-9) e 38,8 (C-10). O hidrogénio metilico em & 1,15 (H-26) se
correlaciona com os carbonos em 6 31,9 (C-7), 42,8 (C-8), 154,5 (C-9) e 40,7 (C-14). O
hidrogénio metilico em 6 1,03 (H-27) apresentou correlagdo com os carbonos C-8 ¢ C-14,
além dos carbonos em 6 147,0 (C-13) e 25,6 (C-15).

Os hidrogénios metilicos H-29 (6 0,91) e H-30 (& 1,25) se correlacionam no
experimento (‘H-"C)-HMBC com os carbonos em & 46,9 (C-19), 31,1 (C-20) e 34,6 (C-21),
sendo que o hidrogénio H-29 se correlaciona com o carbono C-30 (6 33,2) e que o hidrogénio
H-30 se correlaciona com o carbono C-29 (3 23,7), sugerindo uma parte do anel E. A relacao
entre o anel E e o anel D foi observado pelo hidrogénio metilénico em 6 0,90 (H-28), que se
correlaciona com os carbonos em & 27,3 (C-16); 32,2 (C-17); 45,6 (C-18); 46,9 (C-19); 34,6
(C-21) e 37,1 (C-22).

Apos avaliagdo dos dados de RMN 1D e 2D, e comparacao dos dados de RMN
de °C com os apresentados por Tanaka e Matsunaga (1988) (Tabela 11), confirmou-se que a
fragdo TPE-1 se trata do triterpeno 3-hidroxioleana-9(11),12-dieno (Figura 47-A), com a
hidroxila na posi¢do axial (30-OH). As demais correlagdes observadas pelo experimento

("H-""C)-HMBC estio apresentadas na Figura 47-B.

224 283

Figura 47: Estrutura do 3a-hidroxioleana-9(11),12-dieno isolado de Trattinnickia peruviana
com sinas de RMN de "°C (A) e correlagdes do experimento (‘H-">C)-HMBC (B)
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Tabela 11: Sinais observados nos experimentos de RMN 1D e 2D para os cristais da fragdo TPE-1

C d¢ HSQC HMBC oc”
n°  (ppm)  8u (ppm) [m, J, ] C (n°) (ppm)
1 317 1,69 — 1,73 [m] C-3 32,9
1,63 — 1,68 [m] C-3; C-10
2259 27,9

1,98 — 2,03 [m] -
3,42
3 5.7 [t, J=2,7 (x2) Hz, 1H] ) 78,6
4 377 - - 38,9
5 450 1,29 — 1,36 [m] - 51,2
6 182 1,48 — 1,55 [m] C-7;C-5 18,8
7 319 1,33 - 1,38 [m] - 38,8
8 428 - - 42,8
9 1545 - - 1543
10 388 - - 40,7
11 1154  5,61[d,J=5,9 Hz, 1H] C-8; C-13; C-10 115,8
12 120,7 5,52[d,J=5,9 Hz, 1H] C-9; C-14; C-11; C-18 120,7
13 147,0 - - 147,1
14 40,7 - - 37,0
1,00 — 1,05 [m] -
15 25,6 25,7
1,83 - 1,90 [m] -
0,84 — 0,89 [m] -
16 273 27,3
1,95 -2,01 [m] C-15; C-17; C-28
17 322 - - 32,2
2,14 [dd, J=13,2; C-12; C-13; C-14; C-16;
18 456 4,4£ Hz, 1H] C-17; C-19; C-28 43,6
1,01 — 1,10 [m)] -
19 46,9 -13: C-18: C-20: 46,9
1,59 — 1,68 [m] ¢ 1%’_59;12’_3%20’
20 31,1 - - 31,1
1,09 — 1,43 [m)] -
21 346 34,6
1,32 - 1,36 [m] -
1,25 - 1,30 [m] -
22 37,1 37,2
1,44 — 1,49 [m] C-16; C-19; C-21; C-28
23 283 1,01 [s] C-3; C-4; C-5; C-24 28,3
24 224 0,88 [s] C-3; C-4; C-5; C-23 15,1
25 25,1 1,22 [s] C-1; C-5; C-9; C-10 253
26 21,0 1,15 [s] C-7; C-8; C-9; C-14 21,0
27 203 1,03 [s] C-8; C-13; C-14; C-15 20,1
C-16; C-17; C-18;
28 287 0,90 [s] C-19. C-21. C-22 28,7 |
29 237 0,91 [s] C-19; C-20; C-21; C-30 23,7
30 332 0,88 [s] C-19; C-20; C-21; C-29 33,2

*_ 3 de RMN de "°C obtido na literatura (Tanaka e Matsunaga, 1988)
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4.3.2 Fracionamento do Extrato em Acetato de Etila de Protium bahianum

Uma porcdo do extrato obtido em acetato de etila da oleorresina de Protium
bahianum (ArPBA) (2,1857 g) foi submetida a cromatografia em coluna com gel de silica 60
(70-230 mesh) impregnada com KOH (@ix = 3,5 cm, hsjlica = 13,3 cm, Mgjjica = 100 g;
aplicacdo da amostra: liquida (2 mL de diclorometano (DCM)) como mostra o fluxograma
(Figura 49). Foram coletadas duas fragdes, a primeira onde utilizou-se 500 mL de DCM e
uma segunda fracdo onde utilizou-se 300 mL de metanol (MeOH). Apos concentradas, a
fragdo em DCM deu origem a frag@o ndo acida (ArPBAn) e a fragdo em MeOH deu origem a
uma fracéo salina identificada como ArPBAcK (pH; 11).

A solucdo de ArPBAGK foi levada ao pH 8 com adicdo de HCI 1N, ap6s agitacéo
houve a formacéo de emulsdo que foi quebrada com a adicdo de NaCl Apos a extragcdo com
30 mL DCM (5 x), foi obtida uma fragdo denominada ArPBApHS.

O perfil por CCD da filtracdo da amostra bruta ArPBA é apresentado na Figura
50, sendo o0 no primeiro “spot” foi aplicado o extrato bruto ArPBA, no segundo “spot” foi
aplicada a fracdo de ndo 4cidos, ArPBAM e no terceiro “spot” a fracdo de acidos ArPBApHS.
No cromatograma por CCD, obtido com o eluente isocratico contendo cloroférmio e acetato
de etila (7:3), pode se observar a eficiéncia na separacdo da mancha presente no Rf 0,54, que

esta presente apenas no extrato bruto ArPBA e na fragcdo ArPBApHS.
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2,1857 g
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| |
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Figura 49: Fluxograma do fracionamento de ArPBA
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Eluente: CHCl3:AcOEt (7:3)
Revelador: Vanilina Sulfarica

Figura 50: Perfil cromatografico em CCD do fracionamento de ArPBA
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Para o isolamento da mancha observada no Rf 0,54 da fracdo ArPBApHS, a
amostra foi submetida a um fracionamento por cromatografia em coluna “flash”. Para isto
303,1 mg de ArPBApH8 foram submetidos a cromatografia em coluna em gel de silica F60
(Dint = 3,8 cm, hgijica = 16 cm, Mgjjica = 74 g), como € apresentado no fluxograma (Figura 51).
Como eluente foram utilizados 700 mL de uma mistura de cloroférmio e acetato de etila (7:3)
em sistema isocréatico. A coleta das fracGes se deu apos o recolhimento de 100 mL do volume
morto, sendo coletadas 20 fracGes de 30 mL. Para a limpeza do material retido na coluna foi
coletada uma unica fracdo de 300 mL em metanol.

Através da avaliacdo do perfil cromatografico por CCD para o fracionamento de
ArPBApHS (Figura 52), observou-se que a mancha de Rf 0,54 estava presente nas fracdes de
8 a 19, e que as fracOes 9 a 13 apresentavam grande pureza desta mancha. As fracGes 9 a 13
foram reunidas obtendo uma massa de 30,8 mg, sendo posteriormente recristalizada em 2 mL
de acetato de etila obtendo assim 18,4 mg de PBA-1. Visando a elucidacdo de PBA-1, a
amostra foi submetida a espectrometria de massas (EMCI-IES) e ressonancia magnética

nuclear (RMN de *H, *3C, DEPT, COSY, HSQC e HMBC).
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Figura 51: Fluxograma de obtencdo de PBA-1
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4.3.2.1 Identificagdo de PBA-1

O espectro de massas da fragdo PBA-1 obtido por IES-CI-EM no modo negativo
forneceu um ion quasi-molecular de m/z 455,48 [M-H] (Figura 53), referente a massa

molecular m/z 456.

QB-1332 120131111657 #736 RT: 8.80 AV: 1 ML: 3,63E4
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Figura 53: Escaneamento Completo EMCI-ESI (m/z 150 a 700) da fragdo PBA-1 no modo negativo por injecdo
direta.

O espectro de RMN de 'H para a amostra PBA-1 (Figura 54) mostrou a presenga
sete sinais com integracdo para trés hidrogénios em d 0,66 (s), 0,71 (s), 0,75 (d, J=6,6Hz),
0,82 (s), 0,84 (d), 0,87 (s), 0,98 (s).

A andlise da regido de alquenos apresentou sinais em o 5,13 (t, J/=3,4 Hz) e
em 0 5,16 (t, J=3,6 Hz). Estes dois sinais de hidrogénios olefinicos sdo comumente descritos
para triterpenos de esqueleto A'2-urseno e A'*-oleaneno.

A presenca de hidrogénio carbinoélico foi observada em 6 3,08 (dd, J=8.,4; 7,6 Hz),
sugerindo que um dos oxigénios presentes na formula molecular C;)Hs46O3 se trata de
uma hidroxila. A presenca do duplo dupleto sugere que a hidroxila se encontre na

posigao P (equatorial).
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Figura 54: Espectro de RMN de 'H de PBA-1 e ampliagdes dos multipletos (500 MHz, Solvente/Referéncia: CDCly)
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O espectro de RMN de *C (Figura 55-A) apresentou 56 sinais de deslocamento
quimico (3), sugerindo a presenca de duas substancias, como foi observado na andlise do
experimento de RMN de *H, pela presenca de dois hidrogénios olefinicos em & 5,13 e 5,16,
com relacdo de 4:1, respectivamente. Devido a grande diferenca na proporcao entre as duas
substancias, foi possivel observar que dentre os 56 sinais no espectro de RMN de *3C,
28 sinais apresentaram intensidade superior a 0,38, e 28 sinais apresentaram intensidade
inferior a 0,23.

Contudo, a analise por EMCI-ESI (Figura 53), apresentou ion quasi-molecular
455,48, caracteristico de triterpenos contendo 30 carbonos. Para os sinais com intensidade
superior a 0,38, a diferenca do numero de carbonos encontra-se nos sinais em 6 27,8 e 38,5,
que apresentam um “ombro” ao lado do pico, indicando a presenca de um segundo sinal.
Foram observados ainda um sinal em & 78,7, caracteristico de carbono carbinélico, e um sinal
em 6 180,4, que indicou a presenca de carboxila. Pode ser observado ainda dois sinais em
0 125,3 e 138,0, confirmando a presenga de carbonos olefinicos.

Para os sinais com intensidade inferior a 0,23 foram detectados um sinal em
d 180,0, caracteristico de carboxila, e dois sinais em 6 122,1 e 143,7, o que indicou a presenga
de mais dois carbonos olefinicos.

A andlise dos espectros de DEPT 90° (Figura 55-B) e DEPT 135° (Figura 55-C)
indicaram que dentre estes sinais mais intensos (acima de 0,38, ver figura 56-A), 8 sinais sao
referentes a carbonos metilénicos, 7 a grupos metila, 7 a carbonos metinicos. Contudo, pela
anélise de DEPT ndo foi possivel determinar os tipo de carbonos observados com intensidade
abaixo de 0,23.

A comparagdo dos dados de RMN de **C com os apresentados por Seebacher et
al., (2003) (Tabela 12), demonstraram que a fracdo PBA-1 se trata de uma mistura dos acidos

ursélico (AU) e oleandlico (AO) (Figura 56).
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Tabela 12: Sinais observados no espectro de RMN de "°C e DEPT para os acidos ursélico e oleandlico e
comparacao com a literatura

Carbono acido ursolico acido oleandlico

n° 5 (ppm)' DEPT' & (ppm) Lit’ 5 (ppm)' DEPT' & (ppm) Lit’
1 38,5 CH, 39,2 38,3 - 39,0
2 26,7 CH, 28,2 29,5 CH, 28,1
3 78,7 CH 78,2 no - 78,2
4 38,5 C 39,6 38,7 - 39,4
5 55,1 CH 55,9 no - 55,9
6 18,1 CH, 18,8 18,1 - 18,8
7 32,9 CH, 33,7 32,6 CH, 33,4
8 39,3 C 40,1 39,1 - 39,4
9 47,4 CH 48,1 47,5 - 48,2
10 36,8 C 37,5 36,8 - 37,4
11 23,1 CH, 23,7 22,9 - 23,8
12 1253 CH 125,7 122,1 CH 122.,6
13 138,0 C 139,3 143,7 - 144,8
14 41,9 C 42,6 41,6 - 42,2
15 27,8 CH, 28,8 27,5 - 28,4
16 24,0 CH, 25,0 24,0 - 23,8
17 47,6 C 48,1 46,2 - 46,7
18 52,7 CH 53,6 41,1 CH 42,1
19 38,9 CH 39,5 45,8 - 46,6
20 38,7 CH 39,4 30,5 - 31,0
21 30,5 CH, 31,1 33,7 - 343
22 36,7 CH, 37,4 32,4 - 33,2
23 27,8 CH; 28,8 27,8 CH; 28,8
24 15,2 CH; 16,5 15,3 CH; 16,5
25 15,4 CH; 15,7 15,1 - 15,6
26 16,7 CH; 17,5 16,6 - 17,5
27 23,3 CH; 24,0 25,6 - 26,2
28 180,4 COOH 179,7 180,6 - 180,0
29 16,8 CH; 17,5 32,8 CH; 33,4
30 20,9 CH; 21,4 23,2 - 23,4

! Dados obtidos; ? Dados extraidos de Seebacher et al., 2003; no — ndo observado
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Acido Ursolico Acido oleandlico

Figura 56: Estrutura com sinas de RMN de "*C dos acidos ursélico e oleanélico isolados de Protium bahianum

As correlagdes apresentadas na Figura 57 para o acido ursolico foram obtidas
através da andlise dos experimentos HSQC (Figura 58), HMBC (Figura 59) e COSY
(Figura 60) realizados para a fracdo PBA-1, as correlacdes estdo apresentadas (Tabela 13). As

correlacdes estdo de acordo com o 4cido ursélico segundo Kontogianni et al. (2009).

Figura 57: Correlagdes de ('H-"H)-COSY e ('H-"*C)-HMBC para o 4cido ursélico

O espectro de correlagdo heteronuclear ('H-">C)-HMBC para os sinais de
RMN de "C respectivos ao 4cido ursélico, mostrou que o sinal do grupo CH; em & 27,8 se
correlaciona com os dos carbonos em o 78,7 (CH), 38,5 (C), 55,1 (CH) e 15,2 (CH3) e que o

CHj; em o 15,2 se correlaciona com os dos carbonos em ¢ 78,7 (CH), 38,5 (C), 55,1 (CH) e
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27,8 (CH3). O grupo CH3 em 6 15,4 se correlaciona com os dos carbonos em 6 38,5 (C), 36,8
(C), 47,4 (CH) e 55,1 (CH). O carbono carbindlico (CHOH) em & 78,7 apresentou correlacéo
com os carbonos em 6 26,7 (CH,), 38,5 (C) e 27,8 (CH3), e que o carbono metinico em 6 55,1
e correlaciona com os carbonos em 15,2 (CHs), 18,1 (CH,), 6,8 (C) e 47,4 (CH). O mapa de
correlagdo homonuclear (*H-'H)-COSY mostrou que o tripleto em & 3,08 (H-3) se
correlaciona com o H-2 (6 1,48). Através destas correlacbes foi possivel determinar as
correlagdes para os aneis A e B do acido ursolico.

O anel E, foi confirmado pelas correlacdes heteronuclear (*H-*C)-HMBC do
H-18, H-29 e H-30 e pelo mapa de correlacdo homonuclear (*H-'H)-COSY dos H-18 e H-29.
O experimento HSQC mostrou que o grupo CHsz em & 16,8 se correlaciona com os carbonos
em 30,5 (CH,) e 38,7 (CH), e que o grupo CHz em 6 20,9 se correlaciona com os carbonos em
38,7 (CH) e 52,7 (CH). O grupo metinico C-18 (6 52,7) se correlaciona com os carbonos
olefinicos em & 125,3 (C-12) e 138,0 (C-13), com os carbonos metinicos em & 47,6 (C-17) e
38,9 (C-19), com os carbonos metilénicos em & 27,8 (C-15) e 24,0 (C-16) e com a carboxila
em & 180,4 (C-28). O mapa de correlacdo homonuclear (*H-*H)-COSY mostrou que o dupleto
em o 2,08 (H-18) se correlaciona com o H-19 (6 1,22) e que o H-29 se correlaciona com o
H-19 (3 0,75).

Como se trata de uma mistura foi possivel determinar a proporcdo entre os dois
triterpenos por meio da razéo entre as integrais dos hidrogénios H-12 nos & 5,13 (ursano) e
5,16 (oleanano), apresentando a relacdo 1:4 entre os &cidos oleandlico e ursolico,
respectivamente (Figura 55, integragcdo na ampliacdo dos sinais em & 5,13 e 5,16).

A comparacdo dos resultados obtidos com os sinais descritos em literatura para
triterpenos acidos isolados de Burseraceae indicaram o isolamento de &cido ursolico e do
acido oleanolico na proporgdo de 4:1, respectivamente (integracdo dos sinais 5,13 (t, J=3,6

(x2) Hz) e 5,16 ppm (t, J=3,4 (x2) Hz) na ampliacdo na Figura 54, pg. 134).



140

O 4cido ursolico e derivados foram obtidos apenas de uma espécie de
Burseraceae, da oleorresina de Bursera delphechiana (SYAMASUNDAR et al., 1991;
SYAMASUNDAR & MALLAVARAPU, 1995), contudo o acido oleanolico e derivados
foram obtidos apenas das partes aéreas e cascas de duas espécies de Commiphora (ABBAS et
al., 2007; ASRES et al., 1998), sendo a primeira descri¢do destes triterpenos com carboxila

no carbono C-28 em triterpenos oleanano e ursano no género Protium.
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Figura 58: Espectro de correlagio heteronuclear (‘H-"*C)-HSQC da fragdo PBA-1 (Solvente: CDCls)



A espécie P. bahianum apresenta a descricdo de trés triterpenos obtidos de seus
frutos, os triterpenos a- ¢ f-amirina e o dcido mangiferolico foram identificados em mistura
terndria (OLIVEIRA et al., 2006). O isolamento da mistura dos 4cidos ursolico e oleandlico

demonstra a importancia de estudar melhor o género Protium, e principalmente a espécie

P. bahianum, produtora destes acidos de grande importancia farmacolégica.
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Tabela 13: Correlagdes bidimensionais para o acido ursélico

C ) HSQC COSY HMBC
n°  (ppm) ou (ppm) [m, J] H (n°) C (n°)
Lo 50— 135 [m : -
2 26,7 1,44 — 1,50 [m] H-3 -
3 78,7 3,08 [dd, J= 8,4; 7,6 Hz] H-2 C-2; C-4; C-24
4 38,5 - - -
5 55,1 0,59 — 0,64 [m] - C-6; C-9; C-24; C-10
o owEEm -
= -
8 39,3 - - -
o a4 135 1e3m . chescscl
10 36,8 - - -
11 23,1 1,74 — 1,82 [m] H-12 -
12 125,3 5,13 [t, J=3,6 (x2) Hz] H-11 C-9; C-11; C-14; C-18
13 138,0 - - -
14 41,9 - - -
15 27,8 - - -
6 240 1,54 [dd, J=13,5; 3,5 Hz] H-16 -

1,89 [dd, J=13,5; 4,4 Hz] H-21; H-16 -
17 47,6 - - -
18 52,7 2,08 [d, J=11,0 Hz] H-19 %11‘; %_1169’; %12; %1229
19 38,9 1,17 - 1,26 [m] H-29; H-18 -
20 38,7 0,83-0,92 [m] - -
21 30,5 11,3157— 11,1121 [EE] i i
22 36,7 1,47 - 1,62 [m] H-16 -
23 27,8 0,87 [s] - C-3; C-4; C-5; C-24
24 15,2 0,82 [s] - C-3; C-4; C-5; C-23
25 15,4 0,67 [s] - C-4; C-5; C-9; C-10
26 16,7 0,71 [s] - C-7; C-8; C-9; C-14
27 23,3 0,98 [s] - C-8; C-12; C-14; C-23
28 180,4 - - -
29 16,8 0,75 [d, J=6,6Hz] H-19 -
30 20,9 0,84 [d, J=6,2Hz] - -
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Figura 60: Espectro de correlagdo heteronuclear (‘H-""C)-HMBC da fragio PBA-1. Ampliagdo das correlagdes entre &y 0,2-3,5 ¢ 8¢ 12,0-82,0 (A). Ampliagio das
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4.3.3 Fracionamento do Extrato em Hexano de Protium cf. ferrugineum

Uma porcdo de HrPFE (3,0058 g) foi submetida & cromatografia em coluna com
gel de silica G60 (70-230 mesh) (Din = 3,5 cm, hgjlica = 18 cm, mgjjica = 60 g, aplicacdo da
amostra: liquida (4 mL de hexano)). Foram recolhidas cinco fragdes, sendo a fracdo “A”
eluida com 600 mL de hexano 100%, a fracdo “B” com 600 mL de hexano:DCM (1:1), a
fragéo “C” com 600 mL de DCM 100%, a fragdo “D” com 600 mL de DCM:AcOEt (1:1) e
uma fragcdo “E” com 150 mL de MeOH (Figura 61).

A filtracdo da amostra bruta tem seu perfil demonstrado na Figura 62-A, sendo o
primeiro “spot” o extrato bruto HrPFE, do segundo ao sexto “spot”, as fragdes de “A” a “E”,
respectivamente, obtidas no processo cromatografico, e o sétimo “spot” o padrdo da mistura
de a- e P-amirina. Em comparacdo com o padrdo pode se concluir que a fragéo
HrPFE-C apresenta majoritariamente a mistura de a- e -amirina. Para o isolamento da
mancha intensa observada no Rf 0,49 da fracdo HrPFE-B (Figura 62-B, “spot” B), foi
determinado como eluente isocratico a mistura de hexano e acetato de etila (24:1) para

isolamento por cromatografia em coluna “flash”.



Eluente: Hex:AcOEt (8:2)
Revelador: Vanilina Sulfurica

HrPFE
3,0058 g
CCA
Fase Estacionaria: SiO, [70-230 mesh]
Coluna: ©@,, 3,5 cm
Eluentes:
Fragdo A: 600 mL de hexano —
Fracdo B: 600 mL hexano:DCM (1:1)
Fragao C: 600 mL DCM
Fragao D: 600 mL DCM: AcOEt (1:1)
Fracdo E: 150 mL MeOH
| 1 1 1
HrPFE-A HrPFE-B HrPFE-C HrPFE-D HrPFE-E
25,2 mg | 256,2 mg 1260,2 mg 1317,3 mg 180,4 mg
I— CCF
Figura 61: Fluxograma do fracionamento de HrPFE
A B
e TN = — 1,0 asste . - _i_l‘()
- 0,71
- 0.56
- 0,49
- 0,32 “ =035
- 0,17
—0.0 —@—— o0
HPFEA B C D E Amy Rf HrPFE B Rf

Eluente: Hex:AcOEt (24:1)
Revelador: Vanilina Sulfiirica

Figura 62: Perfil do fracionamento de HrPFE avaliado por CCD (A) e eluicao de HrPFE-B (B)
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A fracdo HrPFE-B (256,2 mg) foi submetida a cromatografia em coluna “flash”
(@int = 2 cm, hilica = 15,5 cm, Mgiiica = 25 g, p = 2 Ibf/pol?, aplicaco: pastilha [1 g SiO2]).
Como eluente foi utilizado 200 mL de uma mistura de hexano e acetato de etila (24:1) em
sistema isocratico. A coleta das fracdes foi iniciada apds a coleta de 30 mL do volume morto,
sendo coletadas 20 fracdes de 10 mL (Figura 63).

Através da avaliacdo do perfil cromatografico por CCD para o fracionamento de
HrPFE-B (Figura 64), observou-se que a mancha de Rf 0,24 estava presente nas fragdes
de 9 a 20, e que as fracOes 10 a 14 apresentavam maior massa e livre de impurezas visivel.
As fracbes 10 a 14 foram entdo reunidas e identificada como PFE-1 (93,2 mg). Para a
identificacdo de PFE-1, a amostra foi submetida a espectrometria de massas acoplada a
cromatografo a gas (CG-EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H, °C, DEPT,

COSY, HSQC e HMBC).

HrPFE-B
256,2 mg

CCF
Fase Estacionaria: SiO, [230-400 mesh]
Coluna: @;,, 2,0 cm
Eluente: Hexano e Acetato de Etila (24:1) [Isocratico]

Reunido das
Fracdes 10 a 14

PFE-1
93,2 mg

FracGes1a9 ‘ ‘ Fracdo 14 a 20

- CG-EM
- RMN de 1H, 13C e Bidimenssionais

Figura 63: Fluxograma de obtencéo de PFE-1
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Eluente: Hex:AcOEt (19:1) - Revelador: Vanilina Sulfurica

Figura 64: Perfil do fracionamento de HrPFE-B avaliado por CCD

4.3.3.1 Identificagdo da fracdo PFE-1

A fragdo identificada como PFE-1 apresentou so6lidos de coloragdo branca, sendo
que em recipiente fechado, exposto a temperatura ambiente, houve a formagdo de s6lidos em
forma de agulha no interior do frasco. Esta fracdo quando revelada com vanilina sulfurica em
analise de CCD apresentou uma tnica mancha de colora¢ao roxa no Rf 0,24 com o eluente
hexano e acetato de etila (19:1).

A andlise da fragdo por CG-EM (Figura 65-A e 65-B) mostrou a presenga de um
unico pico no tempo de retengdo em 10,914 min, apresentando o ion molecular de m/z 222

[M] " e o pico base de m/z 109, indicando que se trata de um sesquiterpeno.

10ck

251 267 203297 315324
260 300

385 ATIIRTI00415 430 447461475 450503 521535540 565
340 330 420 460 300

595 610624

Figura 65: Cromatograma de ions totais e espectro de massas da fragdo PFE-1
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Através da comparacdo do espectro de massas (Figura 65-B) com o espectro de
massas do sesquiterpeno junenol, identificado no extrato em hexano de
Protium cf. ferrugineum, na concentracdo de 11,2% (secdo 4.1.1, pg 79), se observou o0s
mesmos ion molecular e pico base, além do mesmo padrdo de fragmentacéo.

Os dados obtidos por RMN de ‘H (Figura 66) para a fragdo PFE-1 mostrou a
presenca de trés sinais com integracédo para trés hidrogénios, sendo um sinal de simpleto em
6 0,73 (s, 3H), que se encontra ligado a um carbono desidrogenado, e dois dupletos em 6 0,87
(d, J=6,9 Hz, 3H) e 0,95 (d, J=7,3 Hz, 3H), ligados a um carbono metilénico.

Foram detectados ainda dois dupletos na regido de hidrogénios vinilicos, em
o 4,67 (d, J=1,46 Hz, 1H) e 4,97 (d, J=1,09 Hz, 1H), suas constantes e acoplamento (J)
sugerem que se tratam de dois hidrogénios geminais. A presenca de um tripleto na regido de
hidrogénio carbindlico em 6 3,66 (t, J=9,70 Hz, 1H) sugere a presenca de uma hidroxila na

posicao equatorial.
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Figura 66: Espectro de RMN de 'H da fragdo PFE-1 e ampliagdes dos multipletos (500 MHz, Solvente/Referéncia: CDCl5)
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O mapa de correlacio homonuclear ("H-'H)-COSY (Figura 67) mostrou que o 0s
dupletos em & 0,87 (H-12) e 0,95 (H-13) se correlacionam com o H-11 (dsept, J=6,89 (x6),
2,38 Hz, 1 H). Pode-se observar ainda o tripleto em & 3,66 (H-6) correlacionando com o
dupleto em o 1,82 (H-5), tal como o inverso também observado, além dos dois hidrogénios

olefinicos geminais (6 4,67 e 4,96) se correlacionando entre si.

PFE-1

Pulse Sequence: gCOSY
Nucleus: (1H, 1H)
Solvent: cdcl3

J I ki v ot KA
J ~05
—ﬁ-j 225,091 &L
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J ¥
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Figura 67: Espectro de correlagio homonuclear (‘H-"H)-COSY da fragio PFE-1
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A anilise por RMN de *C (Figura 68) apresentou 15 sinais entre os & 16,2 e
148,3, confirmando que se trata de um sesquiterpeno. O sinal caracteristico de carbono
carbindlico em & 67,2, confirmou a hidroxila, e dois sinais com & 106,3 ¢ 148,3 ppm,

indicaram a presenga de dois carbonos vinilicos.

PFE-1 o N N ML TOODO —T Al
Nucleus: 13C =+ = ~oog —Oo O —oo~'0
Solvent: CHLOROFORM-d — — =] Vl‘s TLI" tlr '?' c? rrm rl\q (] t:{ -
I T T e 1‘ e
1.00+
| | |
| |
0.75

Normalized Intensity

AR AAN AR ' \ LR R IR MRS LR R
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 68: Espectro de RMN de °C da fragdo PFE-1 (125 MHz, Solvente/Referéncia: CDCl5)

Através do espectro de correlacdo heteronuclear ('H-">C)-HSQC (Figura 69) foi
possivel atribuir todos os sinais dos hidrogénios para os seu respectivos carbonos
(Tabela 14).

O espectro de correlagio heteronuclear a longa distancia ("H-">C)-HMBC (Figura
71) mostrou que o H-3 acopla com os carbonos em 6 148,3 (C-4), 24,1 (C-2) e 106,3 (C-15),
que o H-5 acopla com os carbonos em & 67,2 (C-6), 17,5 (C-14), 37,6 (C-10),
106,3 (C-4) e 148,3 (C-15) e que o H-14 acopla com os carbonos em 6 40,4 (C-1), 41,9 (C-9),
58,3 (C-5) e 37,6 (C-10). Através deste experimento foi possivel determinar quais sinais

pertencem ao anel A do sesquiterpeno.
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PFE-1
Pulse Sequence: gHSQC
Nucleus: (1H, 13C)

Solvent: cdcl3 |
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Figura 69: Espectros de correlagio heteronuclear (‘H-""C)-HSQC da fragdo PFE-1

O grupo isopropil presente no anel B do sesquiterpeno foi confirmado com as
correlagdes que mostraram que o H-11 se correlaciona com os carbonos em & 16,2 (C-12) e
21,1 (C-13), que o H-12 se correlaciona com os carbonos em 8 26,0 (C-11) e 49,8 (C-7) e que
o H-13 se correlaciona com os carbonos em 6 49,8 (C-7), 16,2 (C-12) € 26,0 (C-11).

As correlagdes ('H-"C)-HMBC e ('H-'H)-COSY estio apresentadas na

Figura 70-A. A hidroxila na posi¢cdo equatorial pode ser observada na projecdo de Newman
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(Figura 67-B), devido ao H-6 apresentar J (9,70 Hz) caracteristico de acoplamento

Haxiai-Haxia- Os 6 do junenol e as correlagdes estdo apresentados na Figura 70-C e Tabela 14.

&

—cosy 7 \HMBC

OH

Figura 70: Estrutura do junenol isolado de Protium cf. ferrugineum com sinas de RMN de *C (A),
projecio de Newman (B) e correlagdes do experimento (‘H-"C)-HMBC e (‘"H-'H)-COSY (C)

Tabela 14: Sinais observados nos experimentos de RMN 1D e 2D para os cristais da fracdo PFE-1

c  oc HSQC COSY HMBC o
(ppm) du [m, J, ] du (ppm) dc (ppm) (ppm)

1 404 ; - - 40,3

2 241 ) ; - 24,0
1,97 ppm 2,34 148,3; 24.1; 106,3

3 380 [td, J=12,7; 5,7 Hz, 1H] ) 25 <415 106, 37

’ 2,34 ppm 1.97 i >

[m, 1H] ’

4 1483 ; ; - 1483
1,82 ppm 148,3, 67,2; 17,5;

> 383 [d, J=9.9 Hz, 1H] 3,65 37.6: 1063 >8,3
3,65 ppm

6 672 it /20,7 tn, 1] 1,82 - 67.2

7498 ; - - 49.8

8 184 ; ; ; 18,4
1,41 ppm

9 419 . 101 - - 41,9

10 376 ; - - 37.6
2,25 ppm 0,87 C-13; C-12

260 hsept, J= 6.9 (x6), 2.4 Hz, 1H] 0.95 26,0

12 162 " ﬁggf’}?;nzH] 2,25 26,0; 49,8 16,2

13 21,1 d ngf}}i’;ﬂm] 2,25 49.8: 16,2; 26,0 21,1

14 175 [SO’;;] 40.4: 41.9: 58.3: 37.6 17.5
4,67 ppm )

15 1063 [d. /=1,5 Hz, 1H] w7 283370 1063
4,97 ppm 4,67 58.3:37.9

[d, J=1,1 Hz, 1H]

*_ 8 de RMN de "°C obtido na literatura (YUKAWA et al., 2004).
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Figura 71: Espectro de correlagio heteronuclear (‘H-"*C)-HMBC da fragdo PFE-1. Ampliagdo das correlagdes entre 8y 0,5-2,5 e 8¢ 13,0-74,0 (A). Ampliagio das correlagdes
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4.3.4 Fracionamento do Extrato em Acetato de Etila de Protium paniculatum var.

modestum

Uma porc¢éo de ArPPM (1,0089 g) foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica G60 (70-230 mesh) (Dint = 2,5 cm, hsilica = 17 M, Mgjjica = 40 g). Foram
recolhidas uma fracdo de 200 mL com diclorometano, sete fracbes de 200 mL com
diclorometano e acetato de etila nas propor¢des 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25% e 50%; uma
fracdo de 200 mL de acetato de etila e uma fracdo final de 200 mL de metanol para a limpeza

do material retido na coluna, como mostra o fluxograma na Figura 72.

ArPPM
587 mg
CCA
Fase Estacionaria: 40g SiO, [70-230 mesh]
Coluna: @;,; 2,5cm
Eluentes: 200 mL por Eluente: I
DCM (100%); DCM:AcOEt 2%, 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 50%;
AcOEt (100%) e MeOH (100%)
| | | | | l
x x Fracao C . Fracdo E FracGes F
Fracdo A Fracédo B 156.1 mg Fracdo D 1172 mg i
| | | | | |
Recristaliza¢éo Recristalizagao em
em Etanol AcOEt:MeOH (6:1)
PPM-1 PPM-2
68,4 mg 47,2 mg
|
-CG-EM - RMN de 'H, 18C e DEPT
- RMN de 'H, 3C, DEPT -CCF

Figura 72: Fluxograma do fracionamento de ArPPM com obtencdo de PPM-1 e PPM-2.



156

Na avaliacdo do perfil por CCD (Figura 73) para as fragdes de ArPPM foi
observada eficacia na separacdo entre cada fracdo obtida. A fragdo ArPPM-B ( “spot B” na
Figura 73-A) apresenta duas manchas, uma mais intensa no Rf 0,56 majoritdria e uma
minoritaria, sendo que a mancha mais intensa se trata da mistura de o- e B-amirina. A fra¢ao
ArPPM-C, quando revelada com sulfato cérico IV apresentou mancha marrom (“spot C” na
Figura 73-A), que quando deixada em condi¢des ambientes durante 30 min sua coloragdo
modificou para verde (“spot C” na Figura 69-B). Esta fragdo (ArPPM-C) foi recristalizada em
etanol fornecendo so6lidos em forma de agulha denominado PPM-1 (68,4 mg). A amostra
PPM-1 foi submetida a andalises de espectrometria de massas acoplada a cromatografo a gas
(CG-EM) e ressondncia magnética nuclear (RMN de 'H, '°C, DEPT) para a sua identificagio.

A fragdo ArPPM-E apresentou duas manchas por CCD. Sua caracteristica visual
apresentava cristais transparentes de formato hexagonal ¢ um 6leo amarelo, esta fracao foi
recristalizada em acetato de etila e metanol (3:1), fornecendo 47,2 mg de cristais sem a
presenca do 6leo, denominada PPM-2. Esta amostra foi submetida a analises de ressonancia
magnética nuclear (RMN de 'H, °C, DEPT) para a sua identificagio em mistura binaria e
submetida a um novo fracionamento cromatografico, visando a separagdo das duas

substancias (Rf'0,65 e 0,74, “spot E” na Figura 73-C).

0,0

4 1.0 . 1.0 } - ___ . I
A B - @
- L 0.74
-
' L 0,65
. » - 0,56 - . - 0,56
-
L 0,39 - 14039
L 033 B ‘ . L 0.33 '
' . . . - 028 . & o
‘ ‘

e ‘
i G T e e e
APPNA B C D F

Eluente: Hex:DCM:AcOEt (6 :2:2)
Revelador: Sulfato Cérico IV

— 0,0
RS

4
"AIPPPNA B C D E

i L T T T

Eluente: Hex:DCM:AcOEt (6:2:2)

1
F

Revelador: Sulfato Cérico IV apos 30 min

Rf

Figura 73: Perfil do fracionamento de ArPPM avaliado por CCD

—0,0

ArPPN E  F RS
Eluente: Hex:DCM:AcOEt (3 4:3)

Revelador: Sulfato Cérico IV
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A fracdo PPM-2 (47,2 mg) foi submetida a cromatografia em coluna “flash”
(Dint = 2 cm, Mgjica = 25 g). Como eluente foi utilizado 200 mL de uma mistura de
cloroférmio e acetato de etila (7:3) em sistema isocratico, como mostra a Figura 74. A coleta
das fracdes foi iniciada com 30 mL do volume morto, sendo coletadas 19 fracdes de 10 mL.
Para a limpeza do material retido na coluna foi coletada uma unica fracdo de 100 mL em

metanol.

PPM-2
47,2 mg
|
CCF
Fase Estaciondria: 25g SiO, [230-400 mesh]
Coluna: @;; 2 cm —
Eluente: CHCI; e AcOEt (7:3) [Isocrético]
Eluente para Limpeza: MeOH (4
i | | 1
~ Reunido das ~ Fracdo 21
Fragcbes1a3 Fracdes 4 € 5 FracGes 6 a 20 (MeOH)
| 30,8 mg | |
|
PPM-3
18,4 mg

- RMN de 1H, 13C, DEPT e Bidimenssionais

Figura 74: Fluxograma de isolamento de PPM-3

Ap0ds a analises do perfil das fragcdes por CCD (Figura 75), as fracdes 4 e 5 foram

reunidas, obtendo 8,2 mg do cristal que apresentou mancha no Rf 0,65 (cloroférmio e acetato
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de etila (15:5)), sendo denominada PPM-3, e submetida a analises de ressonancia magnética

nuclear (RMN de 'H, °C, DEPT, COSY, HSQC ¢ HMBC) para a sua identificagdo.

7r]‘0

-~ . - ~ 0,65

- 4 r— 0,50

¥ At g g e e e e i — —— —0.0

f1of2 3 f4 f5 f6 f7 f8 f9 j10 f11 f12 f13 fl14 f15 f16 f17 f18 f19 f20 &
Eluente: DCM:AcOEt (15:5) - Revelador: Vanilina Sulfirica

Figura 75: Perfil do fracionamento de PPM-3 por CCD

4.3.4.1 Identificagdo de PPM-1

A fragdao identificada como PPM-1 apresentou solidos de coloragdo branca e
formato de agulha apos recristalizacao em etanol. Estes cristais quando revelados com sulfato
cérico IV em andlise de CCD, apresentaram uma Unica mancha, de coloracao marron, apds a
revelacdo, contudo apds 30 minutos a mancha marron mudou para coloragdo verde, que
segundo Vieira Junior et al. (2007) ¢ um indicativo dos triterpenos diidroxilados: breina e
maniladiol (variacao de coloragdo apresentada entre as Figuras 73-A e 73-B, pg. 156).

A andlise da fragado PPM-1 por CG-EM (Figura 76-A) mostrou a presenca de duas
substancias majoritarias com relacao de 1:2,8, para os picos nos tempos de retencdo em
32,942 e 33,881 min respectivamente.

A andlise dos fragmentos obtidos por CG-EM (Figuras 76-B e 76-C) mostrou que
ambas as substincias apresentaram o mesmo ion molecular de 442 m/z [M]" e o ion 424 m/z
[M-18]", caracteristicos de perda de 4gua, e 0 mesmo pico base (m/z 234), caracteristico de

abertura no anel C pela reagao de retro Diels-Alder, abertura esta do anel C, caracteristica de
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triterpenos ursano e oleanano com insatura¢io na posicio A'%, e com hidroxila na posicio 16

(BUDZIKIEWICZ et al., 1963), sugerindo que se trata dos triterpenos breina ¢ maniladiol.

Chromatogrnm QI oma BRI CACICMSsolutienI2nen P rojest INUIEARMYY nld i AMalo 20 11N I3 omn 851 qegd
26.066.006

f I
100 0
43 L
B 4
135 147 201 216
19
L. : T A “. 245255 273 288297 367 391 409 424 W2
T i i A RN B LN LA B B SR B S B R B S S I B R i e A DA A DAL R S L A |
10 30 50 70 9 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430
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| g '3 1 25255 270 M8 302313323 339 353 367 391 409 M 42

: ‘ i - L i e s g o : frereep
10 30 50 70 9 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430

Figura 76: Cromatograma de ions totais e espectro de massas da fracdo PPM-1

No espectro de RMN de 'H (Figura 77) foram observados a presenga de 10
simpletos em 6 1,22; 1,16; 1,03; 1,01; 1,00; 0,95; 0,80; 0,80; 0,79; 0,78 e dois dupletos em
6 0,91 (J=7,02 Hz), 0,96 (J=8,54 Hz) na regido de hidrogénio metilicos sugerindo um minimo
de doze metilas, o que se justifica pela presenca de duas substancias observada por CG-EM.

A presenca das hidroxilas nas posicdes 3 e 16 foram confirmadas com os trés
duplos dupletos observados entre em & 3,23, 4,40 e 4,22. O hidrogénio carbindlico H-3, em
0 3,23 (dd, J=10,9; 5,2 Hz), encontra-se na posi¢do axial, o que sugere que a hidroxila
encontra-se na posicdo equatorial (3f-OH). Os hidrogénios carbindlicos H-16, em
0 4.22 (dd, J=11,3; 5,2 Hz, breina) e 4,20 (dd, J=11,6; 4,9 Hz, maniladiol), encontram-se na

posi¢do axial, o que sugere as hidroxilas na posi¢do equatorial (163-OH).
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Figura 77: Espectro de RMN de 'H da fragio PPM-1 (500 MHz, Solvente/Referéncia: CDCly). Legenda: Br — Breina; Ma — Maniladiol.
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Pode-se observar ainda nos espectros de RMN de *H, a presenca de hidrogénios
olefinicos pela presenga do tripletos em & 5,26 (J = 3,5 Hz) e 5,20 (J = 3,6 Hz), regido
caracteristica de alquenos.

Para confimar a mistura entre breina e maniladiol foi realizado o RMN de **C
(Figuras 79-A) onde foram detectados a presenca de 59 sinais. Os dados de RMN de **C
apresentaram quatro sinais em & 67,0, 66,0, 78,98 e 78,96, regido caracteristica de metino
ligado a hidroxila. Estes 4 sinais comparados com a literatura demonstram 0s mesmo
deslocamentos quimicos das hidroxilas para a breina e o maniladiol. Sua confirmacéo se deu
com a comparacao dos 4 sinais dos carbonos vinilicos em 6 122,3, 125,1, 137,9, e 143,5, que
na comparagdo com a literatura, os carbonos em 6 122,3 (CH) e 143,5 (C), se referem aos
carbonos 12 e 13 de maniladiol, e os carbonos em 6 125,1 (CH) e 137,9 (C) se referem aos
carbonos 12 e 13 de breina.

Com a andlise de DEPT 90° (Figura 79-B) e DEPT 135° (Figura 79-C) foi
possivel confirmar que 16 sinais de deslocamento quimico se travam carbonos metilicos
(CHg3), 17 sinais de carbonos metilénicos (CH,), 14 sinais referentes a carbonos metinicos
(CH) sendo que 2 sinais em & 122,30 e 125,11, se tratavam de CH olefinicos. A presenca de
sinais observados somente no espectro de RMN de '*C e ndo nos espectros de DEPT
confirmaram a presenca de 12 carbonos ndo ligados a hidrogénios.

A comparacdo dos dados obtidos de RMN de **C com os apresentados por
Maia et al., (2000) (Tabela 15), demonstraram que a fracdo PPM-1 se trata de uma mistura
dos triterpenos breina e maniladiol (Figura 78).

A proporcdo entre os dois triterpenos presentes na mistura foi determinado através
da razdo entre as integrais dos hidrogénios H-12 em ¢ 5,20 (ursano) ¢ 5,26 (oleanano), sendo

sugerido uma relacdo de 1:2,3 para maniladiol e breina, respectivamente. Portanto, na analise
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por CG-EM os picos observados com tg em 32,942 e 33,881 min (Figura 76-A) sdo relativos a

maniladiol e breina respectivamente.

Breina Maniladiol

Figura 78: Estrutura com sinas de RMN de "°C da breina e do maniladiol isolados de Protium paniculatum var.
modestum
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Tabela 15: Sinais observados no espectro de RMN de "°C e DEPT para os cristais de breina e maniladiol e
comparacdo com a literatura

Carbono Breina Maniladiol

n° 6 (ppm) DEPT & (ppm) Lit' 6 (ppm) DEPT § (ppm) Lit'
1 38,8 CH, 38,33 38,6 CH, 38,04
2 27,2 CH, 26,74 27,2 CH, 26,74
3 79,0 CH 78,44 79,0 CH 78,44
4 38,5 C 38,27 36,9 C 38,27
5 55,2 CH 54,75 55,2 CH 54,75
6 18,3 CH, 17,82 18,3 CH, 17,82
7 32,9 CH, 32,45 32,7 CH, 32,21
8 40,1 C 39,59 39,9 C 39,41
9 47,0 CH 46,53 46,8 CH 46,37
10 36,8 C 36,36 36,8 c 36,82
11 23,4 CH, 22,88 23,5 CH, 23,02
12 125,1 CH 124,60 122,3 CH 121,78
13 138,0 C 137,53 143,5 C 143,05
14 44,1 C 43,57 438 C 4331
15 30,5 CH, 35,51 30,6 CH, 35,13
16 67,0 CH 66,46 66,0 CH 65,45
17 38,8 C 38,05 37,3 C 36,81
18 60,7 CH 60,29 49,1 CH 48,65
19 39,6 CH 39,05 46,6 CH, 46,11
20 39,5 CH 39,01 30,9 C 30,36
21 35,2 CH, 30,05 34,2 CH, 33,70
22 36,0 CH, 34,71 35,6 CH, 29,14
23 28,1 CH; 27,63 28,1 CH; 27,63
24 15,6 CH; 15,08 15,6 CH; 15,08
25 15,7 CH; 15,15 15,5 CH; 14,98
26 16,9 CH; 16,39 17,6 CH; 17,08
27 245 CH; 24,01 27,1 CH; 26,74
28 21,5 CH; 21,44 21,3 CH; 20,96
29 16,9 CH; 17,01 33,2 CH; 32,70
30 21,9 CH; 21,44 24,0 CH; 23,46

! Dados extraidos de Maia et al., 2000
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4.3.4.2 Identificacdo de PPM-2 e PPM-3

O espectro de RMN de *H (Figura 80) de PPM-3 mostrou sinais de 7 simpletos na
regido de hidrogénios metilicos, em & 0,85 (s, 3H), 0,87 (s, 3H), 0,91 (s, 3H), 0,95 (s, 3H),
0,98 (s, 3H), 1,58 (s, 3H) e 1,66 (s, 3H), indicando a ligacdo destas metilas com carbonos
quaternarios.

O triplo tripleto observado no 6 em 5,12 ppm (tt, J=7,2, 1,2 Hz, 1H) indica a
presenca de um CH (sp,) ligado a um CH,. A presenca de um simpleto largo em 6 2,81 indica
a presenca de uma hidroxila no composto isolado. A presenca de hidrogénio carbindlico foi
observada em & 3,36 [t, J=2,7 (x2) Hz, 1H], a analise da constante de acoplamento, sugere que
este hidrogénio encontra-se na posicao axial.

No RMN de **C (Figura 81-A), 30 sinais de deslocamento quimico () foram
observados, 0 que sugere a presenca de um unico triterpeno na fragcdo, confirmando que a
mancha visualizada por CCD se trata de uma Unica substancia. A analise por RMN de *C
mostrou um sinal em & 75,54, caracteristico de carbono ligado a hidroxila, um sinal em
& 177,4 foi observado, o que indicou a presenca de carboxila. PGde ser observado ainda quatro
sinais em 6 125,0; 132,3; 133,8 e 135,8, 0 que mostrou a presenca de carbonos insaturados.

A anélise dos espectros DEPT 90° (Figura 81-B) e DEPT 135° (Figura 81-C)
indicaram que a estrutura apresenta 10 grupos metilenos, 7 grupos metila, 5 grupos metinicos,
sendo que o carbono metinico em & 122,67 ppm apresenta hibridizacio sp>. Comparando 0s
espectros de RMN de **C e DEPT 135°, observou-se que 8 sinais presentes no RMN de *C
ndo estdo presentes no espectro de DEPT 135°, concluindo-se que estes séo referentes a

carbonos quaternarios.
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Através das analises dos espectros de correlagdo heteronuclear (*H-**C)-HSQC
(Figura 83) e (*H-"3C)-HMBC (Figura 84) foi possivel observar que os hidrogénios metilicos
H-28 (6 0,95) e H-29 (6 0,85) correlacionam com os carbonos em & 38,5 (C-4), 45,5 (C-5) e
75,5 (C-3), sendo que H-28 correlaciona com o carbono C-29 (6 22,8) e 0o H-29 se
correlaciona com o carbono C-28 (6 28,9) e que o hidrogénio metilico H-19 (& 0,98)
correlaciona com os carbonos em 6 30,6 (C-1), 135,8 (C-9) e 38,1 (C-10). Estas informacdes
junto as correla¢des do H-5 (8 1,72) com os carbonos em 6 19,6 (C-6), 38,5(C-4), 135,8 (C-9),
20,5 (C-19), 22,8(C-29), 28,2 (C-7), 28,9 (C-28) e 38,1 (C-10) e do hidrogénio H-6
(6 1,59-164) com os carbonos em 6 28,2 (C-7), 45,5 (C-5), 133,8 (C-8) e 38,1 (C-10) permitiu
determinar os sinais dos anéis A e B do triterpeno.

O hidrogénio metilico H-18 (6 0,87) correlaciona com o0s carbonos em
8 29,7 (C-12), 47,8 (C-17), 44,8 (C-13) e 50,5 (C-14) e o hidrogénio metilico H-30 (6 0,91
ppm) se correlaciona com os carbonos em & 30,2 (C-15), 44,8 (C-13), 50,5 (C-14),
133,8 (C-8) pelo experimento (*H-*C)-HMBC. Estes sinais junto as correlagdes observadas
para os hidrogénios H-12, H-15, H-16 e H-17 possibilitou determinar os sinais dos anéis C e
D do triterpeno.

Concluindo as correlagdes do experimento (*H-**C)-HMBC, observou-se que 0
H-17 (6 2,05) se correlaciona com os carbonos em 6 48,5 (C-20) e 44,8 (C-13) e que 0 H-20
(6 2,27 ppm) se correlaciona com o carbono em ¢ 47,8 (C-17), 33,5 (C-22) e 0 177,4 ppm (C-
21). Analisando as correlagbes do H-22, H-24, H-26 e H-27 foi possivel determinar os sinais
da cadeia lateral de 8 carbonos.

Apos avaliacdo dos dados de RMN 1D e 2D, e comparacao dos dados de RMN
de *C com os apresentados por Usubilaga et al. (2004) (Tabela 16), confirmou-se que a

fracdo PPM-3 se trata do acido 3 o -hidroxi-tirucala-8,24-dieno-21-6ico, ou a-elemdlico.
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As correlacdes observadas pelo experimento (‘H-">C)-HMBC estdo representadas

por setas na Figura 82.

Figura 82: Estrutura do 4cido a-elemolico isolado de Protium paniculatum
var. modestum com correlagdes do experimento ('H-">C)-HMBC
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Tabela 16: Sinais observados nos experimentos de RMN 1D e 2D para os cristais da fracdo PPM-3
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C 5  pgpr HSQC HMBC 3¢
n° (ppm) on (ppm) [m, J] C (n°) (ppm)
1 307 CH, 1,38 — 1,45 [m] C-5; C-7; C-10 29,7
2 270 CH, 1,54 — 1,60 [m] - 26,8
3 755 CH 3,36 [t, J=2,7 (x2) Hz] C-1 76,1
4 385 C - - 37,2
5 455 CH 1,72 [dd, J=12,7, 2,0 Hz] C-(ISOA;LC(SI%; %_72’8?3_’29 445
6 196  CH, 1,59 — 1,64 [m] C-5; C-7, C-8; C-10 20,4
7 282  CH, ; _ 21,3
8 1338 C - - 134,4
9 1358 C - - 132,9
10 38,1 C - - 37,7
11 276 CH, - - 26,0
12 297 CH, 1,47 — 1,54 [m] C'%_(f;%_(fé”; 28,7
13 448 C - - 43,8
14 50,5 C - - 49,6
15 302 CH,  126[ddd,J=11,8;94;2,0] C-13;C-14;C-17;C-30 294
16 221  CH, 1,93 - 2,10[m] Cé l(jggcczgzc(jzzmcgs” 17,7
17 478 CH 2,05 [m] C-13; C-18; C-20; C-22 47,7
18 163  CH; 0,87 [s] C-12; C-13; C-14; C-17 15,8
19 206  CH; 0,98 [s] C-1; C-9; C-10 19,6
20 485 CH 2,27 [td, J=10,5 (x2), 4,3] C-17; C-21; C-22 46,9
21 1774  C - _ 182,4
22 335 CH, 1,53 [m] C-20; C-21; C-23 32,7
23 268  CH, - - 25,8
24 1249 CH 5,12t J=7.2 (x2), 1,2 (x2)] C-23; C-26; C-27 123,7
25 1323 C - - 132,2
26 17,8  CH; 1,58 [s] C-24; C-25; C-27 17,6
27 259  CH; 1,66 [s] C-24; C-25; C-26 25,6
28 289  CH; 0,95 [s] C-3; C-4; C-5; C-29 26,6
29 228  CH; 0,85 [3] C-3; C-4; C-5; C-28 21,1
30 249  CH; 0,91 [s] C-8; C-13; C-14; C-15 24,2

®_ 3 de RMN de "°C obtido na literatura (Usubillaga et al., 2004).
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A fracdo a PPM-2 (precursora do acido 3a-hidroxitirucala-8,24-dieno-21-6ico —
PPM-3), foi analisada por RMN de *H, RMN de **C e DEPT. O espectro de RMN de 'H
(Figura 86) da fracdo PPM-2 mostrou os 7 simpletos na regido de hidrogénios metilicos, nos
6 0,85; 0,87; 0,91; 0,95; 0,98; 1,58 ¢ 1,66 ppm referentes ao acido 3a-hidroxi-tirucala-8,24-
dieno-21-6ico ¢ mais 7 simpletos com 6 0,79; 0,90; 0,92; 0,93; 1,00; 1,01 e 1,66 ppm.

A presenca de hidrogénio carbinolicos H-3 em 6 3,36 (t, J=2,75 Hz) (referente a
PPM-3) e 3,39 (t, J=2,56 Hz) (referente a segunda substancia observada por CCD) sugere que
ambas hidroxilas encontram-se na posicao axial.

O triplo tripleto observado na regido de hidrogénios vinilicos em & 5,12 (tt, J=7,2
(x2), 1.4 (x2) Hz) é refermente a0 H-24 de ambas as substancias. Nesta mesma regido foi
detectado outro multipleto em & 5,28 (td, J=4,0; 2,9 (x2) Hz), que ndo havia sido detectado
anteriormente no RMN de 'H do 4cido 3a-hidroxi-tirucala-8,24-dieno-21-ico (Figura 80,
pg. 166). Como o acido 3a-hidroxi-tirucala-8,24-dieno-21-0ico € descrito em mistura binaria
com 0 acido 3a-hidroxi-tirucala-7,24-dieno-21-6ico, observou-se que este sinal em & 5,28 ¢
referente ao H-7 desde segundo triterpeno.

A confirmagéo da mistura se deu com os espectros de RMN de **C (Figura 87-A)
e DEPT (Figura 87-B e C). Os experimentos demosntraram a presenca de dois sinais em
& 75,9, referentes ao grupo metino carbindlico na posicdo 3 (C-3), de dois sinais de grupo
carboxila em & 177,3 e 177,5 referente aos carbonos C-21 e de oito sinais de carbonos
vinilicos em & 119,3; 124,92; 124,94; 132,30, 132,33, 133,8, 135,8 e 146,8.

A comparacdo dos dados obtidos de RMN de **C com os apresentados por
Usubilaga et al., (2004) (Tabela 17), demonstraram que a fracdo PPM-2 se trata de uma
mistura dos acidos 3a-hidroxitirucala-8,24-dieno-21-6ico e 3a-hidroxi-tirucala-7,24-dieno-21-

oico (Figura 85).
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22.8 289 222 28.6

Figura 85: Estruturas com sinas de RMN de °C dos 4cidos 3o-hidroxitirucala-8,24-dieno-21-6ico
(A) e 3o-hidroxitirucala-7,24-dieno-21-6ico (B) obtidos de Protium paniculatum var. modestum

A relacdo entre as duas substancias foi avaliada pela integra¢do dos hidrogénios
H-12 em 6 3,36 e 3,39, apresentando uma proporg¢ao de 1 para 1,96 de 3a-hidroxitirucala-

8,24-dieno-21-6ico e 3a-hidroxitirucala-7,24-dieno-21-6ico, respectivamente.

Os acidos 3a-hidroxi-tirucala-8,24-dieno-21-6ico e 3a-hidroxi-tirucala-7,24-
dieno-21-6ico sdo comums em algumas espécies da familia Burseraceae sendo descrito para
as espécies sul-americanas da familia, Protium heptaphyllum e P. crenatum (MAIA et al,
2000; USUBILLAGA et al, 2004). Mas o conhecimento sobre esta substancia na composi¢ao
do oleorresina ¢ descrita desde 1950, quando Buvanendrwamil et al. (1950) relataram sua
presenca na oleorresina de Canarium schweinfurthii podendo ser um marcador quimico de

algumas espécies na familia, além dos alcoodis a- e B-amirina e seus derivados.
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Figura 87: Espectros de RMN de "°C (A), DEPT 90° (B) e DEPT 135° (C) da fragio PPM-2 (125 MHz,
Solvente/Referéncia: Acetona deuterada)
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Tabela 17: Sinais observados no espectro de RMN de "*C ¢ DEPT para os acidos 3a-hidroxitirucala-8,24-
dieno-21-6ico e 3a-hidroxitirucala-7,24-dieno-21-6ico presentes na fragdso PPM-2

acido 30-hidroxitirucala-8,24- acido 30-hidroxitirucala-7,24-
Carl:)ono dieno-21-éico dieno-21-éico
5 (ppm)' DEPT' § (ppm) Lit? 5 (ppm)' DEPT' § (ppm) Lit?
1 30,7 CH, 29,7 32,2 CH, 31,2
2 27,0 CH, 26,8 26,6 CH, 25,3
3 75,5 CH 76,1 75,9 CH 76,5
4 38,5 C 37,2 38,2 C 37,3
5 45,5 CH 44.5 453 CH 445
6 19,6 CH, 20,4 24,8 CH, 23,9
7 28,2 CH, 21,3 119,3 CH 118,2
8 133,8 C 134,4 146,8 C 145,3
9 135,8 C 132,9 49,5 CH 48,2
10 38,1 C 37,7 35,6 C 34,8
11 27,6 CH, 26,0 27,9 CH, 27,0
12 29,7 CH, 28,7 34,4 CH, 334
13 44.8 C 43,8 442 C 433
14 50,5 C 49,6 51,9 C 51,0
15 30,2 CH, 29,4 31,4 CH, 30,2
16 22,1 CH, 17,7 18,2 CH, 17,5
17 47,8 CH 47,7 50,6 CH 49,7
18 16,3 CH; 15,8 22,3 CH; 21,8
19 20,5 CH; 19,6 13,6 CH; 12,9
20 48,5 CH 46,9 48,3 CH 47,8
21 177,5 C 182,4 177,3 C 181,8
22 33,5 CH, 32,7 33,4 CH, 32,4
23 26,78 CH, 25,8 26,84 CH, 26,0
24 124,9 CH 124,9 124,9 CH 123,7
25 132,3 C 132,3 132,3 C 132,1
26 17,8 CH;, 17,6 17,8 CH;, 17,6
27 25,9 CH; 25,6 25,9 CH; 25,7
28 28,9 CH; 26,6 28,6 CH; 27,7
29 22,8 CH; 21,1 22,2 CH; 21,7
30 249 CH; 242 27,7 CH;, 27,3

! Dados obtidos; % Dados extraidos de Usubillaga et al., 2004;
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4.3.5 Fracionamento do Extrato em Acetato de Etila de Tetragastris panamensis

Parte do extrato ArTPA (1,0085¢g) foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica 60 (70-230 mesh) impregnada com KOH (@i = 3 cm, hsjlica = 8,5 cm, Mgjjica = 50
g, aplicacdo da amostra: liquida — 2mL de DCM) como mostra o fluxograma (Figura 88).
Foram coletadas duas fragdes, a primeira onde utilizou-se 650 mL de DCM e uma segunda
fracdo onde utilizou-se 350 mL de MeOH. A fracdo em DCM, ap6s concentrada deu origem a
252,8 mg da fragdo ndo acida, denominada ArTPAmn. A fracdo em MeOH foi concentrada e
transferida para um funil de separagdo contendo 30 mL de DCM, sendo adicionado
posteriormente 50 mL de &gua destilada. A solugdo foi agitada formando uma emulsédo, sendo
realizada a leitura do pH em 13.

A solucdo foi acidificada até pH 8 adicionando gradativamente HCI 1N, sendo
necessaria a adicdo de uma solucdo de NaCl saturada seguido de agitacdo até a quebra da
emuls&o. Seguiu-se com a particdo em DCM (5 extragdes com 30 mL de DCM) dando origem
a fracdo no pH 8 denominada ArTPApHS8 (587,9 mg). Apds a extracdo, acidificou-se a
solucdo até o pH 4,02, sendo extraido novamente com DCM (5 extra¢cdes com 30 mL de
DCM), dando origem a fracdo obtida no pH 4, denominada ArTPApH4 (152,8 mg).

Apos avaliacdo por CCD da fragdo ArTPApHS8, observou-se a presenca de
manchas de coloracdo rosa nos Rf's 0,37 e 0,48 quando revelada em sulfato cérico IV (Figura
89-A) e manchas com coloragdo amarela nos Rf's 0,48 e 0,54 quando revelada com vanilina

sulfarica (Figura 89-B).
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Fase estacionaria: SiO,/KOH (50g)

Coluna: @. . 3 cm

Eluentes

Fracao Neutra: 650 mL de DCM
Fragao Salina: 500 mL de MeOH

Solugao Salina
ArTPA'K*

Acidificacao de Extracao
Adigao de 50 mL de H,0 5 em AITPAK" ()
Acidificagdo com HCI 1N até pH 8
5 Extra¢des com 30 mL de DCM
Acidificagcao com HCI IN até pH 4
5 Extrag¢des com 30 mL de DCM

ArTPA
1,0085 g
| 1
ArTPAn
252,8 mg
|
ArTPApHS
587,9 mg
CCA

|
ArTPApH4
152,8 mg

Figura 88: Fluxograma de filtragdo da amostra em acetato de etila ArTPA
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Figura 89: Perfil cromatografico em CCD do fracionamento de ArTPA revelados em SC-1V e VS
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Para o isolamento destas manchas foi realizado um fracionamento de ArTPApHS8
(587,9 mg) por cromatografia em coluna com gel de silica G60 (70-230 mesh) (Jin = 2 cm,
hsilica = 17,1 cm, Mgjlica = 25 g). Foram recolhidas 1 fracdo de 150 mL com o eluente hexano e
cloroformio (1:1), 36 fracbes de 50 mL com o eluente hexano e cloroférmio (1:1) e gradiente
com acetato de etila (150 mL de eluente nas concentracoes de 2,4%, 4,8%, 9,6%, 14,4%,
19,2%, 24%, 30%, 50%, 60%, 70%, 80% e 90%, sendo coletadas 3 fracdes por eluente), e
uma fracdo de 150 mL de MeOH para a limpeza do material retido na coluna, como mostra o

fluxograma (Figura 90).

ArTPApHS8
587 mg

CCA
Fase Estacionaria: 25g SiO, [70-230 mesh]
Coluna: @;; 2 cm
Eluentes: - Hex:CHCI; (1:1) [1 fracéo]

- Hex:CHCI, (1:1) com gradiente de AcOEt

[3 fragdes por polaridade do eluente] ;
(concentracOes de AcOEt: 2,4%; 4,8%; 9,6%; 14,4%;
19;2%; 24%; 30%; 50%; 60%; 70%; 80%; 90%)

- MeOH (100%) [1 fragdo]

FracGes ii‘;g%%ass FracGes Fragéo 17 Fracoes
| 1a10 11214 15216 | (34,5 mg) | 18a 38
I |
ArTPApHS8-E1(F1) Recristalizacéo
(141 mg) com DCM
|
TPA-1
cer (8.1 o)
|
- ESI-ITMS
-RMN

Figura 90: Fluxograma de filtracdo da amostra em acetato de etila ArTPApH8
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Apo6s avaliacdo da filtragdo de ArTPApHS8 por CCD (Figura 91-A), foram
reunidas as fragdes de 11 a 14, denominada ArTPApHS8g k1) (141 mg), sendo submetida a
novo processo cromatografico. A fragdo 17, na avaliagdo por CCD apresentou trés manchas
nos Rf's 0,32, 0,42 e 0,50 (Figura 91-B), devido a presenca de solidos com caracteristicas
cristalinas a fracdo foi recristalizada com 1 mL de DCM por 3 vezes, obtendo um sélido de
em formato agulha com Rf 0,32 em avaliagdo em CCD (Figura 91-C) denominada TPA-1
(8,1 mg). A amostra TPA-1 foi submetida a analises de espectrometria de massas (ESI-ITMS)
e ressondncia magnética nuclear (RMN de 'H, °C, DEPT, COSY, HSQC ¢ HMBC) visando

suas identificagoes.

e T S S [ .. = T T 1 0 P, - IR
5 .
. |
' ' ‘ . C o
. — 0,52 - 0,50 - 0,50
- - 042 - 0,42
2 ) L 032 » Lo
1Ny
— 1 —Loo Loo 00
10 11 12 13 '14 15 16 Rf 15 16 17 18 19 20 21 22 Ry 22 Rf
Eluente: Hex:DCM:Eter (3:3:4) Eluente: Hex:CHCly:Eter (2:2:6) Eluente: Hex:CHCly:Eter (2:2:6)
Revelador: Vanilina Sulfurica Revelador: Vanilina Sulfirica Revelador: Vanilina Sulfiirica

Figura 91: Perfil por CCD das fracdes de ArTPApHS

A fracdo ArTPApHS8Er1) (141 mg) foi submetida a cromatografia em coluna
“flash” (Dins = 2 cm, h = 16 cm, mgjjica = 25 g). Como eluente foi utilizado 230 mL de uma
mistura de hexano, diclorometano e éter etilico (1:1:3) em sistema de eluigdo isocratica, como
mostra fluxograma (Figura 92). A coleta se deu apos o recolhimento de 30 mL do volume
morto, sendo coletadas 19 fragdes de 10 mL. Para a limpeza do material retido na coluna foi

coletada uma unica fragao de 100 mL em metanol.



ArTPApHS8g g

141 mg

CCF
Fase Estaciondria: 25g SiO, [230-400 mesh]
Coluna: @;; 2cm
Eluentes: Hex:DCM:Eter (1:1:2)
MeOH (100%) Limpeza

~ z x Reunidas x
| Fragdes 1 e 2 Fragéo 3 Fracéo 4 Fracdes 5 a 19 Fracdo 20 e 21
| | | |
Recristalizacdo Recristalizacdo
com MeOH com MeOH
TPA-2 TPA-3
6,5 mg | 7,0 mg
|
- ESI-ITMS - ESI-ITMS
- RMN - RMN

Figura 92: Fluxograma de filtracdo da amostra em acetato de etila ArTPApH8EL1(F1)
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Apds avaliacdo por CCD (Figura 93), a Fracdo 3 foi recristalizada em metanol

obtendo 6,5 mg de uma amostra denominada TPA-2, e a fracdo derivada da reunido das

fracdes 9 a 19 foi recristalizada em metanol, obtendo 7,0 mg de uma amostra denominada

TPA-3. As amostras TPA-2 e TPA-3 foram submetidas a analises de espectrometria de

massas (ESI-ITMS) e ressonancia magnética nuclear (RMN de *H, *C, DEPT, COSY, HSQC

e HMBC).
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Figura 93: Perfil por CCD das fragcdes de ArTPAa8 obtidos por CCF

4.3.5.1 Identificagcdo de TPA-1

A fracdo identificada como TPA-1, isolada de Tetragastris panamensis,
apresentou coloracdo roxa quando revelada com vanilina sulfurica e coloracdo marron quando
revelada com sulfato cérico IV, apresentando Rf em 0,35 quando eluida com uma mistura de
hexano, cloroférmio e éter (2:2:6).

O espectro de massas obtido por injecao direta no modo negativo forneceu um ion
Quasi molecular 455,44 m/z [M-H] (Figura 94), referente ao ion molecular 456 m/z, sugerindo

a massa molecular de triterpenos contendo trés oxigénios (C3oHss03).

AMOSTRA2_101130175731#1 RT: 0,00 AV: 1 NL:2,74E4
T: ITMS - ¢ ESIFullms [100,00-1000,00]

100 455,44

Relative Abundance
o\\H?\\H?\\H?\\H?\\H%\\H?\H\;\\H%\H\g\\

@

N w N

553,30
12316 16824 2% 26554 31746 339,63 434,42 “‘l4?7,38 501,34 ‘\ 56530 637,41 665,50 711,23 73945 924,78
[

I L " I )
L e e e

" ity o ey | L L L L L L L L L L L L
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
m/z

Figura 94: Varredura completa por EMCI-ESI (m/z 100 a 1000) da fragdo TPA-1 no modo negativo por injegdo
direta
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Os dados de RMN de H para TPA-1 (Figura 95) apresentou 7 simpletos com
integracdo para 3 hidrogénios em 6 0,77; 0,85; 0,95; 1,00; 1,01; 1,03 e 1,18. A presenca de
outros trés simpletos em o 2,02; 2,04 ¢ 2,16 foi observada. A presenga de um simpleto largo
em 6 4,58 pode ser um atribuido ao hidrogénio da hidroxila, a grande intensidade do pico
deve se deve a absorcdo de umidade por efeito do solvente utilizado, metanol deuterado.

Foi observado ainda um duplo dupleto na regido de carbonos carbinolicos em
6 3,18 (J=10,4, 5,5 Hz, 1H), indicativo de H-3 na posicdo axial (hidroxila na posicédo
equatorial). A presenca de hidrogénio olefinico foi observado com o multipleto em & 5,47.

A anélise dos espectros de RMN de *3C (Figura 96-A) apresentou apenas 29 sinais
de deslocamento quimico (8), o que relacionado com a massa obtida por EMCI-ESI, leva a
deducéo que um sinal de RMN de **C néo foi detectado na fragdo TPA-1.

Os resultados dos espectros DEPT 90° (Figura 96-B) e DEPT 135° (Figura 96-C)
indicaram que a estrutura apresenta 7 metilas, 10 carbonos metilénicos e 5 metinicos, sendo
que o carbono metinico em & 122,67 apresenta hibridizagio sp?>. Comparando os espectros de
RMN de °C e DEPT 135°, observou-se que 7 sinais registrados no RMN de **C nio estdo
presentes no espectro de DEPT 135°, concluindo-se que estes séo referentes a carbonos tetra-
substituidos.

Um sinal referente ao carbono carbindlico C-3 foi observado em & 80,0 e a
presenca de dois sinais de carbonos olefinicos foi observado em & 118,7 e 146,6,

caracterizando uma insaturagdo na estrutura.
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Através do espectro de correlagdo heteronuclear (*H-*C)-HSQC (Figura 98) foi
possivel atribuir alguns sinais dos hidrogénios e seus respectivos carbonos (Tabela 18). A
estrutura  do  triterpeno  foi elucidada  pelas  correlagbes  heteronuclear
(*H-C)-HMBC (Figura 99) e homonuclear (*H-'H)-COSY (Figura 100), sendo os dados
comparados com a literatura.

No mapa de correlagdo (*H-"3C)-HMBC foi possivel observar o sinal do trigésimo
carbono, que néo tinha sido detectado no RMN de **C, sendo este observado na regi&o de
carboxilas (6 183,2). Através da analise das correlacbes em que este sinal da carboxila foi
detectado foi possivel atribuir os sinais que pertencem ao anel E do triterpeno.
O experimento mostrou que o hidrogénio metilico em 6 1,18 (H-30), se correlaciona com 0s
carbonos em 6 30,8 (C-21); 31,7 (C-19); 41,4 (C-20) e 183,2 (C-29) e que o carbono metilico
em 6 1,04 (H-28) se correlaciona com os carbonos em 6 33,9 (C-30); 32,4 (C-17); 38,3 (C-16)
e 48,8 ppm (C-18). A correlacdo dos hidrogénios metilénicos em & 1,7 (Hp-19) e 2,42 (H,-19)
com os carbonos do anel E pode ser observada pelos sinais em § 30,8 (C-21); 32,4 (C-17);
33,9 (C-30); 41,4 (C-20); 48,8 (C-18) e 183,2 (C-29).

As correlagdes por (‘H-*C)-HMBC mostrou que o hidrogénio metilico em
6 0,85 (H-24) se correlaciona com os carbonos em ¢ 28,4 (C-23), 40,1 (C-4), 51,9 (C-5) e
80,0 (C-3) e que o hidrogénio metilico em & 0,95 (H-23) se correlaciona com os carbonos com
d 15,6 (C-24), 40,1 (C-4), 51,9 (C-5) e 80,0 (C-3). O hidrogénio metilico em 6 0,77 (H-25) se
correlaciona com os carbonos em 6 36,4 (C-10), 38,6 (C-1), 50,1 (C-9) e 51,9 (C-5). Através
das correla¢bes do hidrogénio metinico H-5 (6 1,28), foi possivel correlacionar os carbonos
em & 13,77 (C-25), 15,6 (C-24), 25,4 (C-6), 36,4 (C-10), 40,1 (C-4) e 50,1 (C-9).
Atraveés destes mapas de contornos foi possivel determinar algumas correlacdes referentes aos

anéis A e B.
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As posigoes das metilas C-26 ¢ C-27 foram determinadas pelas correlagdes do
sinail em o 1,00 (H-26) com os carbonos em 6 30,4 (C-15), 43,4 (C-14); 146,6 (C-8) ¢ do
sinal em & 1,01 (H-27) com os carbonos em ¢ 32,4 (C-17), 37,0 (C-22); 38,3 (C-19) e
48,8 (C-18), sugerindo que ambas encontram-se ligadas a carbonos entre os anéis C e D do
triterpeno.

A posi¢do do carbono C-2 (6 28,6) foi determinada pelo mapa de correlagdo
homonuclear (‘H-'H)-COSY que demonstrou correlagio entre o H-3 (8 3,18) com o
multipleto em & 1,61. Ja o carbono vinilico em o 118, 7 (C-7) apresentou correlagdo com o
multipleto em & 2,13, tal como o inverso também foi observado.

Os dados de RMN 1D ¢ 2D levaram a determinagdo de TPA-1 sendo o acido
3B-hidroximultiflora-7-eno-29-6ico (acido triptocalico B, Figura 97), este acido foi
apresentado pela primeira vez por Nakano et al., 1997. As demais correlagdes observadas

pelo experimento (‘"H-'H)-COSY ('H-">C)-HMBC estdo apresentadas na Figura 47-B.

339 183,2

Figura 97: Estrutura do acido triptocalico B isolado de Tetragastris panamensis com sinas de
RMN de "C (A) e correlagdes do experimento (‘H-'H)-COSY e (‘H-">C)-HMBC (B)

A comparagio dos sinais do RMN de 'H referentes as metilas, ao carbono

carbindlico e ao carbono olefinico apresentaram os mesmos sinais, contudo quando os dados
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de RMN de "°C foram comparados, observou-se que 8 sinais nio estavam de acordo com a
literatura (NAKANO et al., 1997).

Com a analise das correlagdes homonuclear e heteronuclear desta substancia foi
possivel corrigir as atribui¢des dos sinais de RMN de "°C. Segundo Nakano et al. (1997) os
sinais em 0 25,2 e 24,5 sdo referentes aos carbonos C-6 e C-26, respectivamente, contudo os
mapas de correlagdes sugeriram que o sinal em o 24,5 ¢é referente ao C-6 em que o sinal em
0 25,4 é referente ao C-26. Os carbonos C-2 e C-27, com sinais descritos em 6 27,6 € 27,8,
respectivamente, tiveram seus sinais observados em & 28,6 e 26,0, respectivamente. Os
carbonos C-15 e C-21, descritos em 6 30,9 e 29,5, respectivamente, tiveram seus sinais
observados em 6 30,4 e 20,8, respectivamente. Concluindo, os sinais de C-12 e C-30,
descritos em 6 33,5 e 33,3, respectivamente, tiveram seus sinais observados em o 34,1 e 33,9,

respectivamente.

TPA-1

Pulse Sequence: gHSQC
Nucleus: (1H, 13C)

Selvent: cd3ed ||

| M‘ ._.\. |

P } AR e -'.Klu-_..x et 08 il S\

A ML
: 0771378 £,
0.85, 15,54 ;
Lo s
1,24.44 o120
1.52,30.41 e 25
2.42,31.69 =e ot 1.04,31.98 f
w £ 30
B f B | E
C ! E
1.73,38.59 | 0.95,28.44 F35 -
. 1.68,31.69 - £
o n : &
95 40 =
1813695 1363829 ; b=
E =
Eg45 ©
: <
. £ =
I - —_— £50 E
E117 A E 2
: = E [
5.48, 118.66 E118 o 1.25.51.95 SR
’ g 2 E 60
S i
Elz0 O £ 65
56 55 54 53 £70
F2 Chemical Shift (ppm) 75
3.18, 80.04 %
=80
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 98: Espectro de correlagio heteronuclear (‘H-"C)-HSQC da fragdo TPA-1 (Solvente: CD;0OD)



Tabela 18: Sinais observados nos experimentos de RMN 1D e 2D para os cristais da fracdo TPA-1
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co dc DEPT HSQC COSY HMBC "
n°  (ppm) 8y [m, J, J] 3 (ppm) dc (ppm) (ppm)
38,6 CH, 1,73 - - 37,6
2 286 CH, 1,61 - - 27,6
3 80,0 CH 318 1,61 [m] 15,5; 28,4 79,3
[dd, J=5,5; 10,4 Hz]
4 40,1 - - - - 39,2
1.28 . . . .
> SL9 CH [dd, J=6,;; 12,1 Hz] 1 25?)’:‘1’; 31634;5 - 20.7
6 254 CH, 2,13 [m] 2,13 [m] - 24,5
7 1187 CH 5,47 5,47 - 117,6
8  146,6 - - - - 145,7
9 50,1 CH 2,11 - - 48,3
10 364 - - - - 35,5
11 184 - 1,60 [m] - - 17,5
12 341 CH, 2,08 - - 33,3
13 382 - - - - 37,3
14 434 - - - - 42,5
15 304 CH, 1,52 - 24.4;32,4;38,2; 43,4 30,9
16 383 CH, 1,36 - - 37,3
17 324 - - - - 31,6
18 488 CH - - - 45,8
1,7 - 33,8;41,4; 183,2
19 317 CH, 2,42 ] 30,8; 32,4; 41,4; 48,8; 29,5
[d, J=15,6 Hz] 183,2
20 414 - - - - 40,6
21 30,8 CH, - - - 30,9
22 37,0 CH, 1,81 - - 36
23 284 CH; 0,95[s] - 15,5; 40,0; 51,9; 80,0 27,8
24 15,6 CH; 0,85 [s] - 28,4; 40,0; 51,9; 80,0 15
25 13,8 CH; 0,77 [s] - 36,4; 38,6; 50,1; 51,9 13,4
26 245 CH; 1,00 [s] - 30,4; 43,4; 146,6 25,2
27 260  CH, 1,01 [s] - 48.8; 36’2;3?48’2; 324, 27.8
28 32,0 CH; 1,04 [s] - 33,8; 32,4; 38,3; 48,8 31,5
29 183.2° - - - - 182,8
30 339 CH; 1,18 [s] - 30,8; 31,7; 41,4; 183,2 33,5

?_ 8 de RMN de "*C obtido na literatura (Nakano ef al., 1997). ® — sinal observado apenas no mapa
de correlagdo heteronuclear (‘H-">C)-HMBC
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Pulse Sequence: gHMBC
Nucleus: (1H, 13C)
Solvent: cd3od
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Figura 99: Espectro de correlagdo heteronuclear (‘H-""C)-HMBC da fragdo TPA-1. Amp liagdo das correlagdes entre 8y 0,6-1,8 e 3¢ 0,0-83,0 (A). Ampliagdo das correlagdo
entre oy 2,3-3,2 ¢ 6¢ 10,0-53,0 (B). Ampliacdo das correlagdes entre 6y 0,9-2,5 e ¢ 144,0-185,0 (C) (Solvente: CD;0D)
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TPA-1 |
Pulse Sequence: gCOSY

Nucleus: (1H, 1H)

Solvent: cd3od
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Figura 100: Espectro de correlagdo homonuclear ("H-'H)-COSY da fragio TPA-1(Solvente: CD;0D)

4.3.5.2 Identificagdo de TPA-2

O espectro de massas da fragdo TPA-3, obtido por inje¢do direta no modo
negativo forneceu um ion guasi-molecular 453,46 m/z [M-H] (Figura 101), referente a massa
molecular 454, sugerindo que esta fragdo também se trata de um de triterpenos contendo trés

oxigénios (C3oH4603).
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QB-1336_120131111657 #1 RT: 0,00 AV:1 NL: 157E4
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [125,00-700,00]
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Figura 101: Varredura completa por EMCI-ESI (m/z 125 a 700) da fracdo TPA-2 no modo negativo por injecédo
direta.

Os dados obtidos por RMN de 'H da fracdo TPA-2 (Figura 102) mostrou a
presenca seis sinais de simpletos em 6 1,019 (3H); 1,021 (3H); 1,039 (6H); 1,043 (3H); 1,12
(3H) e 1,19 (3H). Um dupleto e um tripleto duplo com integragéo para dois hidrogénios foram
observados em 6 2,42 (d, J=15,7 Hz, 2H) e 2,83 (J=14,6; 5,5 Hz, 2H), sugerindo a presenca
de hidrogénios metilénicos. Um duplo duplo dupleto na regido de hidrogénios olefinicos foi
observado em 6 5,54 [ddd, J=3,2(x3) Hz, 1H].

No espectro de RMN de *C (Figura 103-A) foram detectados 29 sinais de
deslocamento quimico (8), o que indica a presencga de um unico triterpeno na fracdo. A analise
por RMN de B3C mostrou um sinal em & 219,5, caracteristico de carbono carbonilico, um sinal
em 0 183,1, o que indicou a presenga de carboxila. Pode ser observado ainda sinais em 0
118,6 e 146,8, 0 que mostrou a presenca de carbonos vinilicos.

A anélise dos espectros DEPT 90° (Figura 103-B) e DEPT 135° (Figura 103-C)
indicaram que a estrutura apresenta sete carbonos metilicos, dez carbonos metilénicos e
quatro metinicos, sendo que um dos carbonos metinicos se trata de um carbono vinilico

(5 118,6).
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Através do espectro de correlacdo heteronuclear (*H-*C)-HSQC (Figura 106) foi
possivel atribuir alguns sinais de 6 dos hidrogénios para 0S Seus respectivos carbonos,
apresentados na Tabela 19. A estrutura do triterpeno foi elucidada pelas correlagOes
heteronuclear (*H-*C)-HMBC (Figura 107) e homonuclear (*H-'H)-COSY (Figura 108).

O experimento (*H-**C)-HMBC mostrou que os hidrogénios metilicos em & 1,02
(H-23) e 1,12 (H-24), se correlacionam com os carbonos em 6 219,5 (C-3); 49,0 (C-4) e 53,6
(C-5) e sendo que 0 H-23 se correlaciona com o carbono em 6 22,2 (C-24) e que 0 H-24 se
correlaciona com o carbono em & 25,2 (C-23). O hidrogénio metinico C-5 se correlacionou
com o carbono metilénico em & 25,7 (C-6) e com os carbonos metilicos C-24 e C-25 (6 22,2 ¢
13,3, respectivamente). O hidrogénio metilico em & 1,04 (H-25) se correlaciona com o
carbonos em & 39,7 (C-1); 49,6 (C-9) e 36,5 (C-10). O hidrogénio metilénico H-2 (5 2,83) se
correlaciona com os carbonos C-1 e C-3.

O experimento (*H-'H)-COSY mostrou ainda a correlagdo entre 0 H-2 (8 2.83)
com o H-1 e que 0 H-7 (& 5,54) se correlaciona com o H-6 (5 2,13). Através destas
correlagOes foi possivel sugerir parte do anel A e B da estrutura.

O sinal do hidrogénio metilico H-30 (5 1,19) se correlaciona com os carbonos em
6 31,6 (C-19); 41,3 (C-20) e 30,8 (C-21) e com o carbono carboxilico em & 46,8 (C-29)
através do experimento (*H-*C)-HMBC. Neste mesmo experimento pode-se observar que 0
hidrogénio metilico H-28 se correlaciona com os carbonos em & 38,2 (C-16); 32,4 (C-17) e
34,1 (C-22).

Através das correlacdes (*H-*C)-HMBC pode-se observar que no sinal em & 38,4
atribuido ao carbono C-16 (CH,) ocorre a presenca de um segundo sinal, este atribuido ao
carbono tetra-substituido (C-13). Na correlacdo do hidrogénio metilico H-27 (3 1,02)

observou-se a correlagdo com este carbono em & 38,4 (C-13), além das correlagdes com 0s
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carbonos em 6 36,9 (C-12); 43,6 (C-14) e 48,9 (C-18). A relacao entre estas metilas C-30, C-
28 e C-27 foi observada pelos hidrogénios H-18 e H-19.

O hidrogénio metilico H-26 (6 1,19) mostrou correlagdo com os carbonos em &
146,8 (C-8); 43,6 (C-14) e 30,5 (C-15). Por intermédio destas correlagdes foi possivel sugerir
parte do anel C, D e E, e a relacdo entre o anel C e B (pelo carbono olefinico).

Ap6s a avaliagdo dos dados de RMN 1D e 2D foi sugerida a estrutura de um
triterpeno inédito (Figura 104), denominado acido 3-oxo-multiflora-7-eno-29-6ico (acido 3-
oxo-triptocalico B). Os sinais de RMN de "C estio apresentados na Figura 104-A ¢ na
Tabela 19. As demais correlagdes observadas pelo experimento (‘H-">C)-HMBC estio

apresentadas na Figura 104-B.

24 %, —C0SY 7 \HMBC

Figura 104: Estrutura do acido 3-oxo-triptocalico B isolado de Tetragastris panamensis com sinas de RMN de
BC (A) e correlagdes do experimento (‘"H-"H)-COSY e ('H-">C)-HMBC (B)

Para confirmar a estrutura, foi realizada a comparagao dos sinais de RMN de °C
de TPA-2 com os sinais do 4acido triptocalico B. A avaliacdo demonstrou valores dos sinais de
deslocamento quimico proximo entre os carbonos na mesma posi¢do, com exce¢do dos
carbonos do anel A, que sofrem efeito de desblindagem pela carbonila em C-3 (Figura 105).
Em C-3 observou-se um aumento 139 ppm (efeito o) no acido 3-oxo-triptocalico B. Nos

carbonos P (C-2 e C-4), observou-se um aumento de cerca de 7 ¢ 9 ppm no acido 3-oxo-



197

triptocalico B. O efeito y foi observado diferentemente entre os carbonos metilicos (C-24 ¢ C-
25) e os carbonos metilénico (C-1) e metinico (C-5). Nos carbonos C-1 e C-5, observou-se
um aumento de cerca de 1 ppm, contudo para C-24 observou-se um aumento de 7 ppm e para
C-3, observou-se uma reducgdo de 3 ppm, estas variacao no deslocamento quimico das metilas

se deve a mudanca da configuragdo espacial devido a hibridizagdo em sp” do carbono C-3.

acido triptocalico B acido 3-oxo-triptocalico B

Figura 105: Comparagio dos sinais de RMN de "*C no anel A dos 4cidos triptocalico B e 3-oxo-triptocalico B
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Figura 106: Espectro de correlagdo heteronuclear ("H-">C)-HSQC da fragio TPA-2 (Solvente: CD;0D)



Tabela 19: Sinais observados nos experimentos de RMN 1D e 2D para os cristais da fragdo TPA-2
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*

C d¢ DEPT HSQC COSY HMBC 8¢
n°  (ppm) 3y [m, J, [] du (ppm) dc (ppm) (ppm)
1 39,79 CH, 1,39 [m] - - 38,6
2 36,0" CH, (td, -1 432;’853,5 Hz, 2H] H-1 C-1;C-3 28,6
3 219,59 - - - - 80,0
4 490" - - - - 40,1
5 536 CH 1,68 [m] - C-6; C-25; C-24; 51,9
6 25,7 CH, 2,13 [m] - - 25,4
5,54
7 118,6 CH [ddd. J=3.2(3) Hz, 1H] H-6 - 118,7
8 146,83 - - - - 146,6
9 49,6 CH 2,20 [m] - - 50,1
10 365 - - - - 36,4
11 18,6 CH, - - - 18,4
12 369  CH, 1,43 [m] . . 34,1
1,8 [m] - C-19; C-27
13 38,4 - - - - 38,2
14 436 - - - - 434
15 305 CH, 1,53 [m] - - 30,4
16 382  CH, 1.36 [m] - . 383
1.74 [m] - C-22; C-28
17 324 - - - - 32,4
C-12; C-13; C-16;
18 489 CH 1,53 [m] - C-17; C-20; C-22; 48,8
C-26; C-27; C-28
9 36 Cm o M8 Cancascas O
20 413 - - - - 41,4
1.41 [m] i C-22; C-18; C-20;
21 30,8 CH, C-27; C-29; C-30 30,8
2,22 [m] - -
22 34,1 CH, 2,08 [m] - C-28 37,0
23 2529  CH;, 1,02 [s, 3H] - C-3; C-4; C-5; C-24 28,4
24 2220 CH, 1,12 [s, 3H] - C-3; C-4; C-5; C-23 15,6
25 13,3 CH; 1,04 [s, 3H] - C-1; C-9; C-10 13,8
26 246 CH; 1,04 [s, 3H] - C-8; C-14; C-15 24,5
27 26,1 CH3 1,02 [s, 3H] - C-12; C-13; C-14; C-18 26,0
28 32,0 CH; 1,04 [s, 3H] - C-16; C-17; C-22 32,0
29 1831 - - - - 183,2
30 338 CH; 1,19 [s, 3H] - C-19; C-20; C-21; C-29 33,9

" — & de seu analogo acido triptocalico B. ™ - efeitos y devido a carbonila em C-3. ® - efeitos B devido

a carbonila em C-3. “ - efeitos a devido a carbonila em C-3.
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Figura 107: Espectro de correlagio heteronuclear (‘H-""C)-HMBC da fragdo TPA-2. Ampliagdo das correlagdes entre 8y 0,7-2,1 e 8¢ 7,0-60,0 (A). Ampliagio das correlagio

entre Oy 2,3-2,9 e ¢ 24,0-56,0 (B). Ampliacao das correlagdes entre y 0,9-3,0 e 5¢ 140,0-220,0 (C) (Solvente: CD;0D)
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TPA-2

Pulse Sequence: gCOSY
Nucleus: (1H, 1H)
Solvent: cd3od
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Figura 108: Espectro de correlagdo homonuclear ('H-"H)-COSY da fragio TPA-2 (Solvente: CD;0D)
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4.3.5.3 Identificacdo de TPA-3

O espectro de massas da fracdo TPA-3 obtido por injecéo direta no modo negativo
forneceu um ion Quasi molecular 453,45 m/z [M-H], referente ao ion molecular m/z 454
(Figura 109) indicando massa molecular de triterpenos trioxigenados, de forma molecular

C30H460:s.

AMOSTRA1 f01_101130175731 #1 RT: 0,00 AV:1 NL:577E4
T. ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]

100+ 453,47
90
80
=
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7 439.46 485,44 551,25

1 127,46 171,38 21930 31131 33947 40196 " Ul ]| 577,28 21,27 715,66 744,50 929,68 969,65
et e et et bt e e e
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m/z
Figura 109: Escaneamento Completo EMCI-ESI (m/z 100 a 1000) da fracdo TPA-3 no modo negativo por
injecdo direta.

O espectro de RMN de *H (Figura 110) apresentou sete simpletos na regido de
hidrogénios metilicos nos sinais em ¢ 0,88; 1,03; 1,06; 1,08; 1,11; 1,26 ¢ 1,25, indicando a
ligagdo destas metilas com carbonos quartenarios. O tripleto em & 5,16 (1H, J = 3,66 Hz)
sugere a presenca de hidrogénio vinilico ligado a um CH,.

Foram observados dois duplo dupletos em 6 2,37 (J=6,6, 3,7 Hz) e 2,40 (dd,
J=1,0, 3,7 Hz), ¢ um duplo duplo dupleto em & 2,55 (J=15.7, 11.0, 7.3 Hz). Estes multipletos
nesta regido sdo referentes aos hidrogénios H-2a. (6 2,39) e para os H-2 (2,48) na presenca de
carbonila na posicdo C-3. Estes sinais do H-1 e H-2 foram descritos para o acido 3-0xo-

tirucala-8,24-dieno-21-6ico, por Usubilaga et al.(2004).
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No espectro de RMN de *C (Figura 111-A) foram detectados 30 sinais de
deslocamento quimico (3), o que indica a presenc¢a de um Unico triterpeno na fracao. A analise
por RMN de 13C mostrou um sinal em & 217,7, caracteristico de carbono carbonilico, um sinal
em & 183,4, o que indicou a presen¢a de carboxila. Podem ser observados ainda sinais
caracteristicos de carbonos vinilicos em 6 122,7 e 144,0.

A anélise dos espectros DEPT 90° (Figura 111-B) e DEPT 135° (Figura 111-C)
indicaram que a estrutura apresenta dez carbonos metilénicos, sete carbonos metilicos, quatro
metinicos, sendo que um dos carbonos metinicos se trata de um carbono vinilicos
(8 122,7).

Através do espectro de correlacdo heteronuclear (*H-*C)-HSQC (Figura 113) foi
possivel atribuir alguns sinais de 6 dos hidrogénios para 0S Seus respectivos carbonos,
apresentados na Tabela 20. A estrutura do triterpeno foi elucidada pelas correlagOes
heteronuclear (*H-*3C)-HMBC (Figura 114) e homonuclear (*H-'H)-COSY (Figura 115),
sendo os dados comparados com a literatura.

O experimento (*H-*C)-HMBC mostrou que os hidrogénios metilicos em
6 1,11 (H-23) e 1,06 (H-24), se correlacionam com os carbonos em 6 217,7 (C-3); 47,4 (C-4)
e 55,2 (C-5) e sendo que o0 H-23 se correlaciona com o carbono C-24 (5 21,5) e que o H-24 se
correlaciona com o carbono C-23 (6 26,5), sugerindo uma parte do anel A da estrutura.

O sinal do hidrogénio metilico H-25 (6 1,08) se correlaciona com os carbonos em
o 39,3 (C-1); 46,8 (C-9) e 36,7 (C-10). O carbono C-9 apresentou correlacdo com o
hidrogénio metilico em & 1,03 (H-26). Este hidrogénio em & 1,03 (H-26) se correlaciona ainda
com os carbonos em & 32,1 (C-7), 39,8 (C-8) e 41,8 (C-14). O hidrogénio metilico em
& 1,16 (H-27) apresentou correlacdo com os carbonos C-8 e C-14, além dos carbonos em

5 144,0 (C-13) e 25,9 (C-15), sugerindo a relacdo entre os anéis B, C e D.
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O hidrogénio metilico H-30 (0 1,25) se correlaciona com os carbonos em 6 40,2
(C-19), 28,9 (C-21), 42,4 (C-20) e com o carbono carboxilico em 6 183,4 (C-29), sugerindo
uma parte do anel E. A relacdo entre o anel E, e o anel D foi observado pelo hidrogénio
metilénico em 6 0,88 (H-28), que se correlaciona com os carbonos em & 26,9 (C-16);
35,7 (C-22); 46,0 (C-18) e 32,4 (C-17).

A andlise das partes da molécula levaram a suposi¢do do acido 3-oxo-oleana-12-
eno-29-6ico (4cido 3-oxo-katononico, Figura 112), que foi confirmado com a comparagdo dos

8 de RMN de "°C com os dados de Kaneda ef al. 1992, para este 4cido.

=—C0SY “ \HMBC

Figura 112: Estrutura do acido 3-oxo-oleana-12-eno-29-6ico isolado de Tetragastris panamensis com sinas de
RMN de "°C (A) e correlagdes do experimento (‘H-"H)-COSY e (‘H-"*C)-HMBC (B)

Mesmo ndo se tratando de uma substincia inédita, ¢ a primeira vez que esta
substancia ¢ reportada para a familia Burseraceae, a estrutura se trata de um esqueleto
triterpénico oleanano, comum em espécies da familia Burseraceae, com insaturagdo no
carbono 12 e com um grupo carbonilico no carbono 3, como descrito para a o-amirona,
apresentando uma carboxila no carbono 29.

Anteriormente, o acido 3-oxo-oleana-12-eno-29-6ico foi isolado de espécie do
género Sandoricum (Meliaceae), Maytenus laevis e Tripterygium wilfordii (Celastraceae)

(KANEDA et al., 1992; NAKANO et al. 1997; TANAKA et al. 2001; NAKAGAWA et al.,
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2004). Sua potencialidade como agente antitumoral ja& foi reportado para as linhagens de

células KB (carcinoma faringonasal), KB-V1 (forma resistente de KB), LNCaP (tumor de

prostata), Lul(pulmao), Mel2 (melanoma), ZR-75-1 (mama) e P-388 (leucemia limfocitica de

camundongo) (KANEDA et al., 1992).

TPA-3

Pulse Sequence: gHSQC
Nucleus: (1H, 13C)
Solvent: cdcl3
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Tabela 20: Sinais observados nos experimentos de RMN 1D e 2D para os cristais da fracdo TPA-1
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C dc¢ DEPT HSQC COSY HMBC 3¢
(n°)  (ppm) dn (ppm) [m, J, ] H (n°) C (n°) (ppm)
1 39,3 CH, llzi_ 11,’3: [[E]] - C-10; C-3 39,2

2,39 [ddd, J=15,9; 7,0, 3,7 Hz] H-20 -
2 34,2 CH,
2,48 [ddd, J=15,7; 11,0; 7,3 Hz] H-2B C-1; C-3 34,1
3 217,7 C - - - 217,8
4 474 C - - - 47,3
5 55,2 CH 1,32 1,37 [m] - C-24; C-25 55,1
6 19,6 CH, 1,47 — 1,53 [m] - C-10 19,6
omi oo Eoam IS
8 39,8 C - - - 39,7
C-8; C-10; C-11;

9 46,8 CH 1,65 [dd, J=11,3; 6,2 Hz] - C-14: C-25: C-26 46,7
10 36,7 C - - - 36,6

1,86 — 1,92 [m] H-12; H-9 C8;Cl12 23,6
11 23,7 CH,

1,95 — 1,98 [m] H-12; H-9
12 1227 CH 5,26 [t, J=3,7 Hz] - - 1225
13 1440 C - - - 143,9
14 418 C - - - 41,7
15 26,0 CH, 1,79 [td, J=13,6; 4,6 Hz] H-26 C8;Cl4;Cl16;C27 259
16 269 CH, }:gg: }‘9‘; % - C17; C28 26,8
17 324 C - - - 32,3

Cl12; C13; C14;
18 46,0 CH 1,98 — 2,04 [m] H-28 C17: €28 45,9
19 40,2 CH, 1,32 - 1,39 [m] - - 40,1
2,19 [dd, J=13,7(x2) Hz] -

20 424 C - - - 425
21 28,9 CH, }gg - }:‘9‘1 m - C20 28,7
2 owms oo S mer
23 26,5 CH; 1,11 [s] - C4; C5;C3;C24 26,4
24 21,5 CH; 1,06 [s] - C4; C5; C3;C23 21,4
25 15,2 CH; 1,08 [s] - Cl;C9; C10 15,1
26 16,7 CH; 1,03 [s] - C7;C8; C9; Cl4 16,6
27 258 CH; 1,16 [s] - C8;Cl14;C13;Cl15 25,7
28 282 CH; 0,88 [s] H-18 Cl6; C17;C18;C22 28,1
29 1834 C - - - 185,3
30 19,1 CH; 1,25 [s] - C21;C19; C20; C29 19,0

*_ 8 de RMN de "*C obtido na literatura (Kaneda et al. 1992).
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Pulse Sequence: gHMBC
Nucleus: (1H, 13C)

Salvent: cdcl3
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TPA-2

Pulse Sequence: gCOSY
Nucleus: (1H, 1H)
Solvent: cd3od

L
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Figura 115: Espectro de correlagdo homonuclear (‘H-"H)-COSY da fragio TPA-3 (Solvente: CD;0D)
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4.4 Biossintese de triterpenos derivados de esqueleto multiflorano

no género Tetragastris

O primeiro triterpeno de esqueleto multiflorano descrito na familia Burseraceae
foi o acido 2,3-seco-isobriononico, isolado de Tetragastris altissima (LIMA et al., 2001).
Contudo, este triterpeno permanecia sendo o0 unico desta serie na familia. Através de técnicas
cromatograficas e espectrométricas, foi possivel identificar o multiflorenol e elucidar os
triterpenos acidos: triptocalico B e 3-oxo-triptocalico B, trés triterpenos de esqueleto
multiflora-7-eno.

Com a identificacdo destes triterpenos, foi possivel sugerir uma proposta de rota
biossintética (Figura 116) a partir do multiflorenol, até o acido 2,3-seco-isobriononico,
passando pelos &cidos triptocalico B e acido 3-oxo-triptocalico B.

A formacdo tem inicio com a oxidacdo do carbono 29, convertendo o0
multiflorenol em 3,29-diidroxi-multiflora-7-eno. Na biossintese, o triterpeno diidroxilado
sofre dois processos de oxidacdo na posi¢do 29, formando primeiramente o aldeido 3-hidroxi-
multiflora-7-eno-29-al e em seguida o acido triptocalico B. Esta proposta de biossintese é
analoga a oxidacdo do carbono 30 na proposta de biossintese do acido glicerritico a partir da
B-amirina (SEKI et al., 2011), cuja confirmacdo demandaria a realizacdo de experimentos
com marcadores radioativos.

A abertura do anel A para a formacéo do acido 2,3-seco-isobrionénico inicia com
a oxidacdo da hidroxila na posicdo 3 (&cido triptocalico B) em carbonila (4cido 3-oxo-
triptocalico B). Através de uma reacdo de oxidacdo pela Baeyer-Villiger monooxidase
(BVMO) converte a cetona na posi¢do 3 em uma lactona (SCHULZ et al., 2005), seguido por
uma hidrolise, abrindo o anel A. O mecanismo de reacdo envolvendo a Baeyer-Villiger

monooxidase para a abertura do anel A foi sugerido por Muffer et al. (2011) na
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biotransformagdo do acido oleandlico em 4cido 4-hidroxi-3,4-seco-oleana-12-eno-3,28-
didico. Contudo para a formagdo do acido 2,3-seco-isobriondnico ¢ sugerida uma etapa

seguinte, na qual ocorre a desidratagdo da hidroxila na posi¢ao 4.

[0]

3-hidroximultiflora-7-eno 3,29-diidroximultiflora-7-eno 3-hidroximultiflora-7-eno-27-al
(multiflorenol) [sugestdo baseada [sugestdo baseada
[Detectada em T. panamensis] em Seki et al., 2011] em Seki et al.,2011]

[O] U

.COOH

Anel A lactonico acido 3-oxo-triptocalico B acido triptocélico B

[sugestdo baseadaem [Isolada de T. panamensis] [Isolada de T. panamensis]

Muffer et al., 2011]

H [hidrolise]
.COOH .COOH
[desidratagdo]
— BVMO - Baeyer-Villiger
HO monooxidase

[sugestdo baseadaem acido 2,3-seco-isobriononico

Mulffer et al., 2011] [Isolada dos galhos de T. altissima

por Lima et al., 2001]

Figura 116: Proposta da rota biossintética para transformagdo do multiflorenol em acido 2,3-seco-isobriononico



4.5 Consideracoes Quimiossistematicas

Dentre os triterpenos pentaciclicos de anéis 6-6-6-6-6, os derivados de oleanano e

ursano sdao onipresentes na familia Burseraceae (LIMA et al, 2004). Contudo, dentre os

género, ¢ possivel verificar diferengas sitios de oxidagdes especificos para alguns géneros da

familia (Figura 117).

a-amirina B-amirina
Boswe{lza Commzpho;:a Dacryodes Boswellia Tetragastris
Canarium i ]
. Bursera i 1 Canarium Dacryodes
Commiphora . . i 1
Protium BT Protium 29 47
ro N Yy v
Commiphora
> Commiphora -
N\
Boswellia _._. .~ 28 S 28|~
] oo LN : [\
Commiphora \B “ XN
ursera ;
HO . HO , Commiphora
24 23 Protium 24 23 Aucoumea
»3 R Trattinnikia /:{; R Protium
. 4 el ) Trattinnikia
Commiphora Boswellia Commiphora Boswellia
Protium Commiphora Commiphora

——> Principais Sitios de Oxidag¢des

-

22> Qutros Sitios de Oxidacdes

Figura 117: Sitios de oxidag¢des em triterpenos ursa-12-eno e oleana-12-eno em espécies de Burseraceae

A presenca de oxidacdo na posicdo 16 (em breina e maniladiol) ¢ descrita na

familia Burseraceae apenas para os géneros Aucoumea (tribo Bursereae), Protium (tribo

Protieae) e Trattinnikia (tribo Canarieae) (GUANG-YI et al., 1988; RUDIGER et al., 20007;

SIANI et al., 2012). Neste trabalho foi reafirmada a presenca destes triterpenos nos géneros

Protium e Trattinnickia.

Através da deteccdo por CG-EM foi possivel descrever a ocorréncia destes

triterpenos diidroxilados em Trattinnickia glaziovii. Do género Trattinnickia a oxidagdo na
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posicdo 16 tinha sido reportada apenas na oleorresina de T. rhoifolia (SIANI et al., 2012).
Contudo, na espécie Trattinnickia peruviana, estes triterpenos ndo foram detectados,
indicando uma dissimilaridade entre esta espécie e as duas em que foram detectados neste
género.

A presenca de &cidos das séries oleanano e ursano € comumente descrita para o
género Boswellia, de onde sdo obtidos os acidos que apresentam carboxila na posicao 23:
a-boswellico, B-boswelico e seus derivados (SHEN & LOU, 2008). Dentre os triterpenos
ursano e oleanano com carboxila na posicdo 28, o acido ursolico e seus derivados foram
obtidos de Bursera delpechiana (SYAMASUNDAR & MALLAVARAPU, 1995) e o0 acido
oleandlico apenas de Commiphora tenuis (ABBAS et al., 2007). A presenca dos &cidos
ursolico e oleandlico em Protium bahianum € o primeiro registro destas substancias no género
Protium.

O isolamento de triterpeno acido da série oleanano com oxidacao do carbono 29
na familia sugere enzimas especificas no género Tetragastris. A estas mesmas enzimas sao
atribuidas o sitio de oxidacao observado para este género em triterpenos da série multiflorano,
como o acido 3,4-seco-isobriondnico isolado Lima et al. (2001) em Tetragastris altissima, e
os acidos triptocalico B e 3-oxo-triptocélico B isolados de Tetragastris panamensis neste
trabalho.

A presenca de grupos carboxilicos no carbono 29 do esqueleto oleanano e
multiflorano ja foi descrito para a espécie Sandoricum koedjape (Meliaceae) (KANEDA et
al., 1992), espécie pertencente também a ordem Sapindales.

O isolamento de dois triterpenos de esqueleto multiflorano possibilitou a sugestao
do triterpeno multiflorenol no género Tetragastris, sendo a primeira vez descrito na familia

Burseraceae. A comparacdo com o0s picos de mesmo tempo de retencdo e espectros de massas



214

das demais espécies avaliadas sugeriu ainda a presenca deste triterpeno em trés espécies de
Protium: P. cf. ferrugineum, P. heptaphyllum ssp. ullei, e P. tenuifolium.

A identificacdo de triterpenos da série multiflorano em espécies do género
Protium e Tetragastris (ambas as espécies da tribo Protieae) sugere a presenca de enzimas
especificas para as migracOes 27(14->13)abeo e 26(8->13)abeo em esqueleto oleanano,
formando os triterpenos das séries multiflorano (D:C-friedooleano).
O glutinol, isolado apenas da oleorresina de Bursera simaruba e Dacryodes edulis (PERAZA-
SANCHEZ et al., 1995; LOEMBA-NDEMBI & SILOU, 2006), foi detectado em duas espécies de
Protium: P. strumosssum e P. tenuifolium e Tetragastris panamensis, considerando as
especies de Burseraceae pertencentes a tribo Protieae potencialmente produtoras deste

triterpeno glutinano (D:B-friedooleano).



5. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico através de técnicas analiticas de alta eficiéncia, como a
cromatografia em fase gasosa, junto a técnicas de espectrometria de massas, utilizadas neste
trabalho contribuiu para a descri¢cdo da composi¢do quimica ndo de apenas uma especie, Como
observado em Vérios trabalhos de pesquisa em produtos naturais, mas para a descri¢do da
composi¢do quimica da oleorresina de vinte e trés espécies de Burseraceae Amazonicas.

Através da analise dos perfis cromatograficos foram selecionados 14 extratos em
hexano que foram submetidos & avaliacdo da atividade citotoxica contra trés linhagens de
células tumorais. Afim de comparacdo, outros 14 extratos em acetato de etila, pertencentes a
mesma espécies foram submetidos a mesma analise. Os resultados demonstraram 4 extratos
com atividade inibitoria, sendo que um destes extratos foi submetido a processos
cromatograficos, levando ao isolamento de um triterpeno.

A avaliagdo do perfil possibilitou ainda a selegdo de outras quatro espécies, que
levaram ao isolamento de compostos conhecidos de interesse quimico e de novos compostos
na familia Burseraceae.

A avaliacdo da fragdo volatil dos extratos em hexano das vinte e trés oleorresinas
demonstrou uma grande variedade de monoterpenos e sesquiterpenos, sendo identificados
ainda outros trés benzenos derivados. Dentre os monoterpenos foram observados os das séries
p-mentano, tujanos, pinanos, bornano, canfanos e carano. Ja entre os sesquiterpenos, foram
observados derivados de esqueleto aciclico e das séries elemano, bergamotano, humulano,

bisabolano, eudesmano, cadinano e guaiano.
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O perfil da porcdo triterpénica presente nos extratos em hexano das vinte e trés
oleorresinas demonstrou a presenca de grande numero de triterpenos de esqueleto ursano e
oleanano. Como comumente é descrito para espécies de Burseraceae Amazdnicas, 0S
triterpenos a- ¢ B- amirina foram detectados em todas as amostras analisadas. Ja 0s seus
derivados cetonicos, a- e - amirona, sempre descritos em conjunto com os triterpenos
a- ¢ B- amirina, ndo foram detectados em Protium cf. ferrugineum. Novas analises sao
sugeridas para esta espécie visando determinar se a auséncia destes triterpenos pode ser
devido a auséncia de enzima de oxidacdo da hidroxila na posi¢do 3, ou apenas um efeito de
intemperismo no periodo da coleta.

A presenca de hidroxila nos triterpenos ursano e oleanano na posi¢édo 16, ndo é
exclusiva de todas as espécies estudadas. Dentre as 23 espécies avaliadas, apenas em 12
espeécies foram observados os triterpenos breina e/ou maniladiol.

Além dos triterpenos ursano e oleanano, a analise dos fragmentos por
espectrometria de massa levou a identificagdo de triterpenos de esqueleto lupano, taraxastano,
taraxarano, friedelano, glutinano e multiflorano, resultado de grande importancia para o
conhecimento quimiossistematico para a familia Burseraceae.

Na comparacao entre a composicao quimica das espécies, foi possivel determinar
grande semelhanca entre as espécies Protium tenuifolium e Tetragastris panamensis, sendo
detectados sesquiterpenos das séries bisabolano, cadinano, cubebano, eudesmano, guaiano e
muurulano em comum para estas duas amostras. Quanto aos triterpenos, foram obtidas
relacbes entre a composicdo para estas duas espécies com a presenca do glutinol e do
multiflorenol.

As técnicas cromatograficas aplicadas para o isolamento das substancias presentes
nas oleorresinas levaram ao isolamento de um sesquiterpeno, cinco triterpenos isolados e mais

trés fragdes contendo triterpenos em misturas binarias.
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A deteccdo e isolamento do sesquiterpeno junenol em oleorresinas de espécies
Sul-Americanas de Burseraceae é inédita. Anteriormente este sesquiterpeno ja tinha sido
descrito nas espécies Bursera graveolens e Canarium sp.

As misturas binarias dos triterpenos diidroxilados breina e maniladiol, e dos
acidos  3a-hidroxitirucala-8,24-dieno-21-6ico e  3a-hidroxitirucala-7,24-dieno-21-6ico
isolados de Protium paniculatum var. modestum, é inédito nesta espécie, contudo Varios
trabalhos ja isolaram estes triterpenos de outras espécies de Protium. Mesmo ndo se tratando
de triterpenos inéditos, o isolamento destes triterpenos ira fortalecer as parcerias com grupos
de pesquisa que desenvolvem pesquisa de atividades bioldgicas.

Os processos cromatogréaficos utilizando SiO, impregnado com KOH aplicado
para os extratos obtidos com acetato de etila de T. panamensis e Protium bahianum
apresentaram grande eficiéncia, fornecendo fracdes ricas em acidos triterpénicos.

O isolamento de acido ursolico e oleandlico em Protium bahianum é o primeiro
registro destas substancias no género Protium. Este resultado sugere a presencga de enzimas
especificas para oxidacdo do carbono 28 nesta espécie. A pesquisa direcionada na busca
destes triterpenos em outras espécies do género Protium € sugerida, podendo fornecer fontes
destes triterpenos na familia Burseraceae, que vem sendo pesquisado exaustivamente na busca
de novos agentes fitoterapicos, agregando valor as espécies da familia.

O isolamento dos triterpénicos acido triptocalico B e acido 3-oxo-triptocalico B, a
deteccdo do multiflorenol na oleorresina de Tetragastris panamensis, além do isolamento
reportado por Lima et al. (2001) do &cido 2,3-seco-isobriononico dos galhos de Tetragastris
altissima, demonstram o potencial do género Tetragastris na obtencdo de uma nova classe de
triterpenos, de esqueletos da série multiflora-7-eno, na familia Burseraceae.

Outra caracteristica observada no género Tetragastris é a presenca da carboxila na

posicdo 29. Primeiramente descrita a carboxila nesta posi¢cdo por Lima et al. (2001), o
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isolamento de trés novos acidos para este género com a carboxila na posi¢do 29, sendo dois
acidos derivados do esqueleto multiflora-7-eno e o acido 3-oxo-katondnico (esqueleto da série
oleanano), sugere que a oxidacdo da metila 29 pode servir como marcador quimiossistematico
para Tetragastris, ja que foi observada somente para este género na familia Burseraceae.

A avaliacdo da atividade citotdxica pelas oleorresinas estudadas demonstrou
inibicdo pelos extratos em hexano de Protium cf. rubrum e Trattinnickia peruviana (HrTPE)
contra as linhagens de células tumorais HCT-8 e SF-295, e pelos extratos em acetato de etila
de P. giganteum var. giganteum e Trattinnickia glaziovi contra as linhagens de células
tumorais HCT-8 e MDAM B-435.

Contudo o potencial das substancias presentes na oleorresina ndo pode ser
confirmada. Isto se deve ao fato de apenas uma substancia ter sido isolada da fracéo ativa de
HrTPE nD: o B-amiradienol. Para o isolamento das demais substancias presentes na fracéo
citotoxica HrTPEnD ¢é sugerida a execucdo de meétodos cromatograficas de alta eficiéncia,
permitindo o isolamento das demais substancias presentes na fracdo, outrora observadas por

cromatografia em camada delgada.
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424 [M]" (100),
409 (8), 391 (6),
324 (4), 309 (2),
295 (7), 281 (4),
271 (15), 255 (44),
243 (4), 229 (4),
215 (7), 207 (6),
189 (8), 171 (14),
159 (12), 145 (14)

24 M (),
410 (8), 395 (4),
281 (1), 271 (1),
243 (1), 204(100),
189 (46), 175 (20),
161 (9), 148 (10),
133 (13), 119 (16),
105 (20), 95 (19),
81 (21), 69 (21)

424  [M]" ()
218(100); 203(52);
189 (19)

426 [M]" (9),
410 (14), 395 (5),
392 (6), 377 (20),
307 (3), 281 (12),
257 (5), 218 (38),
204(100), 189 (41),
175 (29), 147 (24),
135 (29), 109 (45)

426 [M]" (3); 411
(1); 218 (100); 203
(51); 189 (15)
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Tabela 21: Espectros de Massas por Impacto Eletronico (70 eV) e os principais ions obtidos dos triterpenos
identificados nos eextratos em hexano (CONTINUACAO)
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135 (58), 109 (98),
95 (100), 79 (47),
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411 (4), 341 (4),
302 (7), 281 (9),
273 (16), 246 (10),
218 (20), 207 (29),
179 (18), 143 (52),
123 (53), 109 (64),
95 (84), 81 (74),
69 (100), 55 (88)
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Tabela 21: Espectros de Massas por Impacto Eletronico (70 eV) e os principais ions obtidos dos triterpenos
identificados nos eextratos em hexano (CONTINUACAO)

Substiancia
(R?)

Espectro Obtido

Principais [ons
m/z (%)

lupeol
(76,85 min)

taraxasterol
(77,15 min)

3-0x0-23/24-hidroxi-
ursa/oleana-12 eno

(78,53 min)

3-0x0-11-
hidroxioleana-12-eno
(78,54 min)

3-0x0-16-hidroxi-
olean-12-eno
(78,47 min)

Scen 6187 79727 riny FSPD
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o
‘ = e
ST fcec) 34355
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o E E=) o
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411 (6), 408 (5),
393 (4), 355 (2),
344 (2), 281 (5),
257 (8), 218 (12),
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175 (24), 147 (23),
135 (53), 121 (73),
107 (59)

426 M]° (14),
297 (10), 281 (23),
229 (9), 218 (29),
207(100), 189 (62),
175 (23), 147 (37),
135 (59), 121 (57),
109 (66), 95 (82),
81 (72), 69 (85),
55 (86), 43 (83)

440 [M]"  (16),
425 (12), 407 (6),
281 (8), 255 (6),
234(15), 218 (100),
203 (62), 189 (25),
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81 (33), 69 (49), 55
(54), 43 (46)
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393 (7), 327 (7),
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216 (54), 189 (31),
135 (98), 109 (57),
95 (74), 81 (56)

440 [M]° (10);
422 (6); 234 (100);
219 (34); 216 (30);
201 (34); 110 (10)
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Tabela 21: Espectros de Massas por Impacto Eletronico (70 eV) e os principais ions obtidos dos triterpenos
identificados nos eextratos em hexano (CONTINUACAO)

Substancia . Principais [ons
(Rf) Espectro Obtido m/z (%)
o - T 440 M]" (19),

3-0x0-11-hidroxiursa-
12-eno

(78,90 min)
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(79,168)
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425 (5), 423 (4),
407 (7), 327 (2),
299 (5), 273 (93),
253 (4), 232 (100),
207 (16), 175 (51),
147 (21), 135 (93),
105 (36), 95 (48)

442 MIT (@)
424 (2); 234 (100);
219 (26); 190 (16);
110 (10)

438 [M]" (5),
409 (4), 395 (1),
359 (1), 341 (1),
299 (1), 281 (1),
232(23), 203 (100),
189 (17), 177 (5),
147 (7), 133 (11),
119 (14)

440 [M]"  (10);
422 (14); 234
(100); 219 (48);

216 (19); 110 (64)

440  [M]" (2,
411 (1), 281 (4),
253 (2), 232 (26),
203 (100), 189 (21)
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Tabela 21: Espectros de Massas por Impacto Eletronico (70 eV) e os principais ions obtidos dos triterpenos
identificados nos eextratos em hexano (CONTINUACAO)

Substancia . Principais fons
(RY) Espectro Obtido m/z (%)
o 442 [M]" (6); 424
breina i DA o (6); 234 (100); 219
(79,99 min) el | = e (38); 191 (34); 110
= |7l e T (52)
e T

- 440 [M[" (3,

3-hidroxiursa-12-eno- - 281 (7), 273 (4),
28-al cm=es) 253 (4), 232 (11),

(81,05 min) B T 203(100), 189 (16),

o 147 (14), 133 (40)
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