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RESUMO

A familia Lauraceae tem distribuicdo pantropical contendo cerca de 50 géneros, com
aproximadamente 3000 espécies. O género Licaria possui cerca de 38 espécies
distribuidas desde o sul da Florida, México até o sudoeste do Brasil e Bolivia. Nos
estudos realizados com espécies de Lauraceae sdo relatados a presenca de
neolignanas, triterpenos, sesquiterpenos, lignanas e alcaloides. A espécie Licaria aritu
apresenta apenas um Unico estudo de composi¢cdo quimica com relato de
neolignanas. Visando contribuir para o estudo quimico desta familia e do género
Licaria, a madeira Licaria aritu foi submetida a analise fitoquimica, com o objetivo de
isolar metabdlitos secundarios com potencial antifungico. Dessa forma, os extratos de
L. aritu foram fracionados em colunas cromatograficas, das quais foi isolado um
esteroide [-sitosterol, trés sesquiterpenos a-cadinol e uma mistura epimeros de ent-
T- muurolol e (-)-T-muurolol, as neolignanas eusiderina A e (7S,8R,1'R,4’S,5'R)-1’-alil-
4’-hidroxi-3,3’,5’-trimetoxi-4,5-metilenodioxifenil-8-metilbiciclo[3.2.1]oct-2’-en-6’-ona,

identificados por meio de andlise unidimensional RMN de H, 3C, DEPT e
bidimensional (HSQC e HMBC). Das substancias isoladas foram testadas sobre os
fungos: Candida albicans e Cryptococcus gatti os sesquiterpenos a-cadinol a mistura
de epimeros ent-T-muurolol e (-)-T-muurolol, e a neolignana eusiderina A, com
excecdo da eusiderina A, todas apresentaram atividade moderada pela técnica de

microdiluicdo em caldo.

Palavras-chave: Lauraceae; Estudo fitoquimico; Esteroide, Sesquiterpenos,

Neolignanas e Atividade antifungica.



ABSTRACT

The Lauraceae family has a pantropical distribution containing about 50 genera, with
approximately 3000 species. The Licaria genus has about 38 species distributed from
southern Florida, Mexico to southwestern Brazil and Bolivia. In studies with Lauraceae
species, the presence of neolignans, triterpenes, sesquiterpenes, lignans and alkaloids
is reported. The species Licaria aritu presents only a single chemical composition study
with reports of neolignans. In order to contribute to the chemical study of this family
and of the Licaria genus, Licaria aritu wood was submitted to phytochemical analysis,
with the objective of isolating secondary metabolites with antifungal potential. Thus,
the L. aritu extracts were fractionated in chromatographic columns, from which a B-
sitosterol steroid, three a-cadinol sesquiterpenes and a mixture of ent-T-muurolol and
(-) - T-muurolol epimers were isolated. neolignans eusiderin A e (7S, 8R, 1'R, 4'S, 5'R)
-1'-allyl-4'-hydroxy-3,3',5'-trimethoxy-4,5-methylenedioxyphenyl-7-methylbicycles

[3.2.1]oct-2'-en-6'-one, identified by means of unidimensional 1H, 13C, DEPT and
bidimensional NMR analysis (HSQC and HMBC). Of the isolated substances were
tested on the fungi: Candida albicans and Cryptococcus gatti the a-cadinol
sesquiterpenes the ent-T-muurolol and (-) - T-muurolol epimers mixture and the
eusiderin A neolignan, with the exception of eusiderin A, all showed moderate activity

by the broth microdilution technique.

Keywords: Lauraceae; Phytochemical study; Steroid, Sesquiterpenes, Neolignans

and Antifungal Activity.
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1. INTRODUCAO

O Brasil situa-se em posicéo privilegiada para a ciéncia de produtos naturais,
em decorréncia de ser um dos paises com uma vasta biodiversidade. Diversos
estudos apontam o Brasil em destaque na exploragcdo de seus recursos naturais,
dentre eles a madeira de origem nativa amazonica (ADEODATO et al.,, 2011).
Segundo o Sistema Nacional de Informacéo Florestal (SNIF), o Brasil € um pais que
possui uma floresta com aproximadamente 493,5 milhdes de hectares (58% do seu
territério) cobertos por florestas naturais e plantadas o que representa a segunda
maior area de florestas do mundo, atras apenas da Russia.

Dentre as familias mais exploradas esta a familia das Lauraceae por possuir
espécies aroméaticas, muito cobicado pelas industrias de perfumaria. Segundo Souza
(2005) do ponto de vista taxondmico, essa familia € uma das mais complexas da flora
brasileira, apresenta uma composicao floristica de grande parte dos ecossistemas
florestais do pais, sendo predominante na Mata Atlantica, florestas da Regido Sul e
Floresta Amazonica.

Econbmicamente a familia Lauraceae também se destaca, por apresentar
espécies que produzem frutas comestiveis, como abacate (Persea americana)
especiarias, como canela (Cinnamomum verum), folha de louro (Laurus nobilis) e
canfora (Cinnamomum camphora) bem como, madeira de alta qualidade (Ocotea
porosa) (KUBITZKI & KURZ 1984). Dentre as varias espécies dessa familia que ja
foram estudadas poucos estudos foram relatados na literatura sobre a espécie Licaria
aritu Ducke. Nas espécies que ja foram realizados estudos identificaram-se classes
de substancias quimicamente bioativas tais como: alcalbéides, terpendides,
flavondides, lignéides (GRECCO et al., 2016).

Sabe-se que a busca por novas substancias com potencial biolégico se faz
necessario devido o constante aumento de doencas infeciosas causadas por micro-
organismos patogénicos como, bactérias, virus, fungos e parasitas. Essas doencas
representam graves problemas de saude publica, que afetam uma fracao relevante
da populacédo mundial. Esse € um dos principais desafios para o século XXI, a busca
por farmacos com maior eficiéncia. Devido a poténcia dos antibidticos que encontra-
se ameacada (NEVES et al., 2011; KIM et al., 2017; ZANOL et al., 2010; FIGUEIREDO
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etal., 2009; SANTOS-FILHO et al., 2002 e PEREZ-RODRIGUEZ & TABAN 2019). Ha
um aumento de casos, ndo sé de resisténcia a um farmaco, mas a muitos deles. E o
caso do Enterococos, que ganhou atencdo especial devido a dificuldade de tratamento
condicionada pela multirresisténcia intrinseca e pela aquisicdo de novos genes de
resisténcia (CERCENADO, 2011). Por esse motivo este trabalho est4 voltado para o
estudo fitoquimico da espécie Licaria aritu Duck, com intuito de identificar em uma das
suas partes vegetativas, madeira do tronco, substancias com propriedades

antifangicas.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Residuos madeireiros e estudos fitoquimicos

O grupo de pesquisa “Plantas da Amazoénia: Quimica, Quimiossistematica e
Atividade Bioldégica” coordenado pela Dra Maria da Paz Lima, em parceria com
Laboratorio de Tecnologia da Madeira (LTM) do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), realiza estudos fitoquimicos com algumas partes vegetativas de
arvores que sdo usados no preparo de extratos, com foco principal em residuos
madeireiros gerados durante a fabricacdo de pequenos objetos, esses residuos sao
reaproveitados no laboratério de quimica de produtos naturais (LQPN), realizando-se
estudos fitoquimicos com o objetivo de identificar substancias que apresente
potencial, a fim de encontrar novos metabdlitos com atividade biolégica, para fornecer
a comunidade cientifica conhecimentos quimicos e bioldgicos sobre a madeira de

diferentes espécies.
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2.2. Aspectos botanicos e quimicos da Familia Lauraceae

A familia Lauraceae pertence a Subclasse Magnoliidae, ordem Laurales,
préximo as angiospermas basais segundo descricéo filogenético do APG IV (2016).
Segundo Van Der Werff (1991) essa familia é de dificil identificacdo, pois as flores séo
inconspicuas e os caracteres diagnosticos se referem as estruturas florais, como o
namero de estames, de esporangios na antera, condi¢cdo sexual das flores e tépalas
iguais ou desiguais. E uma familia de distribuicio pantropical, contendo
aproximadamente cerca de 50 géneros, com 2500 a 3000 espécies, com excecao de
espécies do género Cassytha, que sdo trepadeiras hemiparasitas, as demais sao
arvores e arbustos (CHANDERBALI et al., 2001; ROHWER, 1993; MORAES, 2018).

No Brasil, ocorrem 24 géneros e 441 espécies e 1 subespécie, que habitam os
principais dominios fitogeograficos, que sdo: Amazbnia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica e Pantanal, (QUINET et al., 2015). Do ponto de vista taxonémico, essa
familia € uma das mais complexas da flora brasileira, apresenta uma composicéo
floristica de grande parte dos ecossistemas florestais do pais, ocupando posicéo de
destaque (SOUZA, 2005).

Numerosas espeécies dessa familia séo ricas em substancias aromaticas e a
vasta maioria € de importancia econémica (madeira, Oleos essenciais e frutas
comestiveis) e/ou fitossociolégica, devido a grande representacdo e ampla
distribuicdo geografica (REGO et al., 2011).

Figura 01. Mapa da distribuicdo geografica da familia Lauraceae

Fonte: http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb
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As plantas dessa familia apresentam grandes diversidade de usos, como por
exemplo, na culinaria, marcenaria, construcao civil, fabricacdo de papel, nas industrias
de perfumaria e quimica, e medicina popular, destacando-se as espécies
correspondentes aos géneros: Ocotea, Aniba e Nectandra, que possuem um ndamero
grande de espécies utilizadas (MARQUES, 2001).

A familia da Lauraceae é quimicamente importante, por apresentar uma grande
variedade de metabdlitos secundarios. Sédo relatados na literatura estudos que
apontam para a presenca de sesquiterpeno (CAMARGO et al., 2013), lignana (COY
et al., 2009), neolignana (CABRAL et al., 2010), cumarina e diterpeno (COY et al.,
2008), alcaloide (BARBOSA, et al., 2020; WAN OTHMAN, 2017) e flavonoide (MOITA,
I. S. etal., 2019).

Apesar de poucos relatos sobre a espécie Licaria aritu, a Lauraceae desperta
interesse da indUstria quimica por evidenciar substancias com potencial
farmacoldgico, destacando-se o0s pertencentes as seguintes classes: lignanas e
neolignanas, alcaloides aporfinicos e benzilisoquinolinicos, flavonoides,
sesquiterpenos e pironas (GARCEZ et al., 2011). Dentre essas, 54 alcaloides
aporfinicos ja foram identificados em 17 espécies dessa familia, segundo Zanin &
Lordello (2007).

Tabela 01. Géneros da familia Lauraceae, reconhecidos pelo APG

Actinodaphne Nees Cinnamomum Schaeff.

Aiouea Aublet Cryptocarya R. Brown

Alseodaphne Nees Dahlgrenodendron J. J. M. van der Merwe &
A. E. van Wyk

Anaueria Kostermans Damburneya Rafinesque

Aniba Aublet Dehaasia Blume

Apollonias Nees Dicypellium Nees & Martius

Aspidostemon Rohwer & H. G. Richt. Dodecadenia Nees

Beilschmiedia Nees Endiandra R. Brown
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Camphoromoea Nees
Caryodaphnopsis Airy Shaw
Cassytha L.

Chlorocardium Rohwer et al
Cinnadenia Kostermans
Hypodaphnis Stapf
Kubitzkia van der Werff
Laurus L.

Leptodaphne Nees & Martius
Licaria Aublet

Lindera Thunberg

Litsea Lam.

Mespilodaphne Nees & Martius

Mezilaurus Taub.

Micropora J. D. Hooker
Nectandra Rottb.
Neocinnamomum H. Liu
Neolitsea (Bentham) Merrill
Nothaphoebe Blume
Ocotea Aublet

Oreodaphne Nees & Martius
Paraia Rohwer et al.

Parasassafras D. G. Long

Endlicheria Nees

Eusideroxylon Teijsmann & Binn.
Evonymodaphne Nees
Gamanthera van der Werff
Gymnobalanus Nees & Martius
Persea Mill.

Petelanthera Nees & Martius
Phyllostemonodaphne Kostermans
Pleurothyrium Nees

Phoebe Nees

Potameia Thouars

Potoxylon Kostermans

Povedadaphne W. C. Burger

Rhodostemonodaphne Rohwer & Kubitzki
Sassafras Nees

Sinosassafras H. W. Li

Teleiandra Nees & Martius
Temmodaphne Kostermans
Triadodaphne Kostermans

Umbellularia (Nees) Nuttall
Urbanodendron Mez

Williamodendron Kubitzki & H. G. Richt.

Fonte: APG (2019).
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2.2.1. O Género Licaria

Licaria € um género neotropical composto por 38 espécies distribuidas desde
o sul da Flérida, México até o sudoeste do Brasil e Bolivia. No Brasil é registrada a
ocorréncia de 20 espécies e duas subespécies, na sua maioria na Regido Amazénica
(KURTZ, 2000). As arvores tém uma madeira resistente, Gtil como madeira para
construcdo e fabricacdo de moveis. Suas Folhas s&o alternas ou opostas,
Inflorescéncia em panicula com terminacdes cimosas. Flores monoclinas, hipanto
urceolado, os frutos, sdo parcialmente envolvidos por cupula, grande em relacdo ao

fruto, de margem dupla, tépalas deciduas (QUINET, 2005).
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2.2.2. Aspectos fitoquimicos das espécies do género Licaria

Tabela 02. Classe de substancias relatadas no género Licaria

Neolignanas de espécies do Género Licaria

N° Neolignanas Espécie PV R

1 Eusiderina L. rigida MT la

2 eusiderina-B L. rigida MT la

3 canelina-A L. rigida / L. canela MT la,7a
4 canelina-C L. rigida / L. canela MT la, 7a
5 crisofilina-A L. chrysophylla MT 2a

6 crisofilina-B L. chrysophylla MT 2a

7 eusiderina -A L. aurea/ MT,CM,F  3a, 2c

L.chrysophylla

8 crisofilon I-A L. chrysophylla MT 2b

9 crisofilon 1-B L. chrysophylla MT, CM 2b,2d
10 crisofilon 1I-A L. chrysophylla MT, CM 2b, 2d
11 crisofilon 11-B L. chrysophylla MT, CM 2b, 2d

Continuacéo p. 24
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12 crisofilon 111-A . chrysophylla MT 2b
13 crisofilon 111-B . chrysophylla MT, CM 2b, 2d
14 eusiderina | . chrysophylla CM, F 2C
15 eusiderina J . chrysophylla CM, F 2C
16 eusiderina K . chrysophylla CM, F 2C
17 eusiderina L . chrysophylla CM, F 2C
18 eusiderina M . chrysophylla CM, F 2C
19  virolongina E . chrysophylla CM, F 2C
20  virolongina F . chrysophylla CM, F 2C
21 virolongina G . chrysophylla CM, F 2C
22 crisofilon IV-B . chrysophylla CM 2d
23 crisofilon VI-B . chrysophylla CM 2d
24 aureina- A . aurea MT 3a
25 aureina- B . aurea MT 3a

Continuacéo p. 25
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26  virolongina B L. aurea /L. MT,CM, F  3a, 4a,
chrysophylla 2c

27 virolongina C L. aurea MT 3a

28 Grandisin L. aurea F 4a

29 de-O-methylgrandisin L. aurea F da

30 dide-O-methylgrandisin L. aurea F 4da

31  virolongina A L. aurea F 4a

32 (1S,5R,6S,7R,8R)-8-acetoxi-1-alil-3,5-dimetoxi-7-metil-6-(3 '-metoxi- L. armeniaca F 5a
4'5 '-metilenodioxifenil)-4-oxobiciclo [3.2.1] oct-2-eno

33 (1S,5R,6S,7R)-1-alil-3-metoxi-7-metil-6-(3'-metoxi-4',5'- L. armeniaca F 5a
metilenodioxifenil)-4,8-dioxobiciclo [3.2 .1] oct-2-eno

34 (1S,5R,6S,7R)-1-alil-3-metoxi-7-metil-6-(3',4",5'-trimetoxifenil)-4,8- L. armeniaca F 5a
dioxobiciclo [3.2.1] oct-2-eno

35 (2S,3S,3aR,5R)-3a-alil-5-metoxi-2-(3', 4' metilenodioxifenil)-3-metil- L. armeniaca MT 6a
2,3,3a,4,5,6-hexa-hidro-6-oxo-benzofurano

36 (2S,3S,3aR,5R)-3a-alil-5,7-dimetoxi-2-(3 ', 4'-metilenodioxifenil)-3- L. armeniaca MT 6a

metil-2,3,3a, 4,5,6-hexa-hidro-6-oxo-benzofuranos

Continuacao p. 26
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37  armenina A . armeniaca MT 6a
38 armeninaB . armeniaca / MT, S 6a, 9a
. puchury-major

39 (7S,8R,I'S,2°S, 3'S)-2"-acetoxi-I'-alil-3',5'-dimetoxi-8-metil-7-piperonil- . armeniaca MT 6b
biciclo[3.2.1]-oct-5’-en-4'-ona

40  3a-alil-5-metoxi-3-metil-2,3,3a, 4,5,6-hexa-hidro-6-oxobenzofurano . armeniaca MT 6c

41 dimetoxi-2-(3,4-metilenodioxifenil)-3-metil-2,3,3a, 4,5,6-hexa-hidro- . armeniaca MT 6¢C
6-oxobenzofurano

42 canelina-B . canella MT 7a

43 Macrofilina . macrophylla MT 8a

44 (7S,8S)-A8'-2',6'-Dimetoxi-3,4-metilenodioxi-7.0.3', 8.4', 1'.0.7'- . puchury-major S 9a
neolignana

45 Ferrearina B . puchury-major S 9a

46 Ferrearina C . puchury-major S 9a

47 rel-(7S,8S, 1'R,2'S)-2'-Hidroxi-3,4-dimetoxi-3'-oxo0-A4',8'-8.1',7.0.2'- . puchury-major S 9a
neolignana

48 Ferrearina G . puchury-major S 9a

49 Oxaguianina . puchury-major S 9a

Continuacéo p. 27
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50 rel-(7S,8S, 1'R,5'R)-5'-metoxi-3,4metilenodioxi-4'-oxo0-A2',8'-8.1", L. puchury-major S 9a
7.0.2'-neolignana

51 3'-metoxiburchelina L. puchury-major S 9a

52 licarina A L. puchury-major, L. MT, S 9a,

aritu 10a

53 Licarina B L. aritu MT 10a

54 rel-(7S,8R,1'S,4'S,5'R)-4'-Hydroxy-3,4,5,3', 5'- L. brasiliensis MT lla
pentametoxi-6'-oxo-A-1,3,5,2', 8'-8,1', 7,5'-neolignana

55 rel-(7S,8R, 1'S,4'R,5'R)-4'-Hidroxi-3,4,5,3', 5'-pentametoxi-6'-oxo-A- L. brasiliensis MT 11a
1,3,5,2', 8'-8,1', 7,5'-neolighana

56 rel-(7S,8R,1'S,5'S,6'S) -6-acetoxi-3'-hidroxi-3,5'- L. brasiliensis MT lla
dimetoxi-4,5-metilenodioxi-4'-oxo0-A-1,3,5,2', 8'-8,1',7,5'-neolignana

57 rel- (7R,8S,1'S,5'S,6'S)-6-acetoxi-3,4,5,3', 5'- L. brasiliensis MT 11a
pentametoxi-4'-oxo-A-1,3,5,2',8'-8,1',7,5'-neolignana

58 rel-(7R,8S,1'S,5'S,6'S)-6'-hidroxi-3,4,5,3',5'-pentametoxi- L. brasiliensis MT lla
4'-o0xo0-A-1,3,5,2', 8'-8,1', 7,5'-neolignana

59 rel-(7S,8R,1'S,4'R,5'S, 6'S)-6'-acetoxi-4'-hidroxi- L. brasiliensis MT lla
3,3',5'-trimetoxi-4,5-metilenodioxi-A-1,3,5,2', 8'-8,1 ',7,5'-neolignana

60 Triandrina A L. triandra S 12a

61 Triandrina B L. triandra S 12a

Continuacéo p.28
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62 Burchellina L. triandra S 12a
Lignana de espécie do Género Licaria
63 Magnolina L. armeniaca MT 6b
Alcaloides de espécies do Género Licaria
64 O-metilmoschatolina L. armeniaca MT 6b
65 Bracteolina L. armeniaca MT 6c
66 O-metilbracteolina L. armeniaca MT 6c
67 a-desidrorreticulina L. armeniaca MT 6c
68 Reticulina L. puchury-major S 9b
69 Orientalina L. puchury-major S 9b
70 Coclaurina L. puchury-major S 9b
71 N-metilcoclaurina L. puchury-major S 9b
72 Norjuzipina L. puchury-major S 9b
73 norisoboldina L. puchury-major S 9b
74 Isoboldina L. puchury-major S 9b
75 Glaziovina L. puchury-major S 9b
76 N-o6xido de reticulina [N-Me (S)] L. puchury-major S 9b
77 N-6xido de reticulina [N-Me (R)] L. puchury-major S 9b

Continuacéo p. 29
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Cumarina de espécie do Género Licaria

78 5,6,7-dimetoxicumarina L. armeniaca MT 6a,6b

Esteroide de espécie do Género Licaria

79 B-sitosterol L. armeniaca MT 62, 6b
Lactonas de espécies do Género Licaria

80 (-) - Di-hidro-hidranolido B L. mahuba MT 13a

81 (-) - iso-di-hidro-hidranolida B L. mahuba MT 13a

la.Braz (1981), 2a.Ferreira et al.,(1982), 2b.Lopes et al., (1986), 2c.Silva et al.,(1989), 2d. Bezerra et al.,(2012), 3a.Marques (1992), 4a. Barbosa-Filho et al.,
(1989), 5a. Barbosa-Filho et al., (1987), 6a. Aiba et al., (1978), 6b. Alegrio et al., (1981), 6¢c. Abdel-Hafiz et al., (1985), 7a. Giesbrecht et al., ( 1974),

8a. Franca et al., (1974), 9a. Uchiyama et al., (2009), 9b. Ohsaki et al., (2015), 10a. Aiba et al., (1973), 11a. Guilhon et al., (1992), 12a. Castro & Ulate (1988),
13a. Tanaka & Yamashita (1981).

Legenda:

PV — Parte Vegetativa; R — Referéncia
MT - Madeira do Tronco; S — Semente;
CM — Casca da Madeira; F — Fruto.
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Quadro 01. Neolignanas isoladas de espécies do género Licaria

MeO
ome (1)

/1, OMe

OR,
OMe o
o
RO
R (o) X
0 X
R3

(2) trans, R1=R2=CH,; R3=H; R4=Me; X=CH,CH=CH,

(7) trans, R1=R2=R4=Me; R3=OMe; X=CH,CH=CH,

(14) trans, R1=R2=CH,; R3=OMe; R4=Me; X=CH,CH=CH,

(15) cis, R1=H; R2=H; R3=H; R4=H; X=CH,CH=CH,
(16) trans, R1 =R4 =Me ; R2=H ; R3 = OMe ; X = CH,CH=CH,
(17) trans, R1 =R2 =R4 = Me ; R3 =0OMe ; X=CHO

(18) trans, R1 = R2 = R4 = Me ; R3 = OMe ; X = CH=CHCH,OH

(3) R1=OMe; R2=OMe; R3=H
(42) R1 = R2 = OCH,0 ; R3 = OMe

(10) R1=R2=0CH,0
(11) R1=R2=0OMe

OMe
Me (0]
R,0
MeO X
OMe

(19) R1=R2=Me; X= CH=CHCH,OH
(20) R1=R2=Me; X= CH=CHCHO
(21) R1=R2=Me; X= CHO

(26) R1=R2=Me; X= CH,CH=CH,
(27) R1'CH2'R2; X=CH2CH=CH2
(31) R1=R2=Me; X=CH=CHCHj

OMe OMe

(5) R1=R2=0CH,0 ©OMe

(6) R1=R2=OMe (8) R1=R2=0CH,0

(9) R1=R2=OMe

OMe
R4
’ OMe
R2 ‘7, ‘\\\\/ R2 h,
OMe _
OMe OMe

(12) R1=R2=0CH,0
(13) R1=R2=0OMe

OMe
Me0:© )
/ =
MeO - .

(22)

OMe
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Quadro 02. Neolignanas isoladas de espécies do género Licaria

MeO o
Me0:© OMe .
., OMe RO O ~~~ RO
MeO ' ° OMe OMe
OMe

(o] OH R,0

OMe OMe R1 R2 (28) R1=R2 = Me

(23) (24) Me  Me (29) R1 = H; R2 = Me
(25) CH, (30)R1=R2=H
“, OMe
¢ SORA
o 0 R
(33) R1=R2 = OCH,0 (35) R=H
(36) R = OMe

(34) R1 = R2 = OMe

(37)R=H
(38) R = OMe

OMe
MeO

MeO

MeO
R (46)R=H R
(48) R = OMe (47)
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Quadro 03. Neolignanas isoladas de espécies do género Licaria

<0
O W
: o
g .
MeO 0
(49) (50)
X
//,, OMe R1
<° "o o R
o
(51) R= OMe
(62) R=H
MeO
MeO
(54) R1=0OH; R2=H
(55) R1=H; R2=0OH
MeO
(o)
Y o
\ (o) H
OMe
<O |O
0 |
(o] \/O

OMe

(52) R1 = R2= 0CH20
(53) Ry = OCH3 ; R, = OH

OMe

(57) R1=OAc; R2=H
(58) R1=0OH; R2=H

e
O OMe
MeO |

OMe
(61)
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Quadro 04. Lignana isolada de espécie do género Licaria
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Quadro 05. Alcaloides isolados de espécie do género Licaria

L
Me

R;

(68) R1 = OH; R2 = OMe
(69) R2 = OMe; R2 = OH

MeO

N.
HO R

MeO

OH

(73)R=H
(74) R = Me

OMe

LT,

(65)R=H
(66) R = OCHj

MeO O
|O NH
N.
HO? R MeQio
HO O HO

(70)R=H
(71) R = Me

HO

HO

MeO

MeO

LA
@ H

o)

I
(@]

®)

MeO

(76) N-CH5=(S)

(75) (77) N-CH3=(R)
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Quadro 06. Cumarina isolada de espécie do género Licaria

Quadro 07. Esteroide isolado de espécie do género Licaria

(79)

Quadro 08. Lactonas isoladas de espécie do género Licaria

R1
HO R2

/
o~ ~O

(80) R1=H ’ R2 = C15H31
(81) R1=CysHsq; R2=H
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2.2.3. A espécie Licaria aritu Ducke

A espécie Licaria aritu Ducke, popularmente conhecida como Louro aritu,
apresenta como sinonimia Misanteca aritu Ducke Lundell, foi muito pouco estudada
existindo apenas na literatura um trabalho do extrato benzénico de madeira do tronco
de L. aritu o qual foi isolado as neolignanas (licarina-A 01 e licarina-B 02, Quadro 09),
(AIBA et al., 1973). A licarina A, mostrou atividade neuroprotetora significativa contra
a neurotoxicidade induzida por glutamato em culturas primarias de células corticais de
ratos e induziu um efeito apoptédtico em células HL-60 via ativacdo da caspase-3
(PARK et al., 2004; MA-CHOONG et al., 2004).

Quadro 09. Neolignanas isolada da espécie Licaria aritu

R1 R2 R3 R4 R5 R6
(01) OMe OH H OMe H H
(02) -OCH,0- H OMe H H
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2.3. Atividade bioldgica

Atualmente ha uma grande preocupacdo no surgimento de microrganismos
resistentes a medicamentos, levando “superbactérias”, intrataveis pelos produtos
farmacéuticos disponiveis, € um grave problema de salde em todo o mundo
(DEMIREV et. al., 2013). Segundo Luo Gang e colaboradores (2017), a formacéo de
genes resistentes a antibioticos € resultado do uso extensivo de antibioticos em
humanos e animais.

Alguns microorganismos e plantas séo fontes de substancias biologicamente
ativas, que podem ser uma alternativa para producdo de novos medicamentos com
grande potencial, por esse motivo cresce a busca por novas substancias
antimicrobianas a partir de fontes naturais. Os compostos a base de plantas sao
potenciais candidatos na busca por medicamentos, uma vez que estes sdo bem
conhecido por seus antimicrobianos (RAVISHANKAR et al., 2018).

O potencial biolégico das plantas esta diretamente relacionado as variedades
estruturais que os metabolitos secundarios apresentam. Muitas plantas resistem
fortemente a decomposicéo, é o caso do puchuri. Essa resisténcia parece dever-se a
uma combinacdo de mecanismos fisicos e quimicos de defesa, na medida em que a
semente € revestida por uma casca e contém grandes quantidades de constituintes
antimicrobianos. (HIMEJIMA, M., & KUBO, I. 1992).

Estudos realizados com extratos da casca das espécies de Lauraceae,
Nectandra aff. hihua e Licaria canella, respectivamente, utilizadas para fins de
construcdo e contra dores de estbmago, mostram que ambas exibiram atividade in
vitro contra cepas sensiveis e resistentes a P. falciparum. (DEHARO et al., 2001).

Desse modo, considerando a urgéncia por drogas com efeitos desejaveis para
varios patdgenos resistentes aos medicamentos atuais, tém-se a necessidade de
buscar substancias que sejam mais efetivas no combate as diversas enfermidades
gue acometem os seres humanos. Portanto, considerando os estudos realizados com
espécies do género Licaria apresentarem atividades contra varios tipos de patégenos,
had a necessidade de investigar a atividade antifingica das substancias isoladas

provenientes dos residuos madeireiros L. aritu contra micro-organismos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Realizar os estudos fitoquimicos dos residuos madeireiros de Licaria aritu Ducke
(Lauraceae), buscando substancias com atividade antifingica nos extratos hexanico

e metanolico.

3.2. Objetivo Especifico

Realizar os fracionamentos cromatograficos do extrato hexanico e metandlico;

Isolar as substancias através de métodos de extracdo e cromatografia classica,
Identificar e/ou elucidar as estruturas quimicas das substancias isoladas dos extratos,
através de técnicas de RMN;

Realizar o ensaio antifingico com substancias oriundas dos residuos madeireiros de

Licaria aritu Ducke.
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais utilizados

4.1.1. Solventes

Nas analises cromatogréficas, utilizaram-se solventes comerciais (hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol) destilados no LQPN-INPA. Para os
experimentos de RMN foram empregados solventes deuterados (Sigma- Aldrich).

4.1.2. Na Cromatografia Classica

v' Cromatografia em Coluna (CC): Para os fracionamentos dos extratos e fracdes
foram utilizadas colunas de vidro com variagcdes de comprimento e diametro que
variavam entre @ = 0,5-3,5 cm e h=40-100 cm, a escolha foi adequado a quantidade

de massa da amostra a ser fracionada.

v Fases Estacionarias para Cromatografia em Coluna: Silica gel 60 (70-230 e 230-
400 mesh) da Merck; Sephadex LH-20 da Sigma-Aldrich e celulose microcristalina
Avicel (Merck).

v' Cromatografia em Camada Delgada (CCD): Foram utilizadas cromatofolhas de
aluminio com silica gel 60, indicador de fluorescéncia F2s4 € 0,2 mm de espessura da
Merck.

4.1.3 Reveladores empregados em CCD

v Fisicos: Camara de luz ultravioleta com irradiacdo de luz no comprimento de onda de
254 e 365 nm.

v" Quimicos: Vanilina sulfarica, anisaldeido sulftrico, vapores de iodo e cloreto férrico.
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4.1.4. Equipamentos e acessorios

Balanca Analitica: marca Shimadzu, com capacidade de até 320 g.

Chapa de aquecimento: Fisatom, modelo 753 A.

Moinho: marca Marconi, modelo MA-340.

Evaporador rotativo: Yamato, modelo RE500, equipado com banho Yamato BM 200.

Espectrémetro de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN): os espectros de RMN
foram obtidos por meio de espectrdometros da Bruker, Fourier-300 (300 MHz —'H e 75
MHz — 13C) da CA — LTQPN do INPA.

4.2. Obtencao e identificacdo do material vegetal

Os residuos madeireiros foram fornecidos pelo Laboratério de Tecnologia da
Madeira (LTM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia — INPA. A
identificacdo dos residuos foi realizada pelo Anatomista Jorge Alves de Freitas,
utilizando, as caracteristicas sensoriais e anatbmicas macroscopicas, através do
método de comparacado (Confronto) das caracteristicas macroscépicas com padrdes
das espécies disponiveis na Xiloteca do Laboratério de Tecnologia da Madeira (COTI-
INPA). Esse trabalho de identificacdo anatémica gerou um laudo técnico (N° 10/2019),
que confirma que a espécie madeireira como Licaria aritu Ducke. Os residuos sdo
provenientes da sobra da manufatura de pequenos objetos e dos estudos das
propriedades tecnolégicas da madeira, cujas atividades estdo inseridas no projeto
INCT: Madeiras da Amazénia. Os residuos de Licaria aritu Ducke, foram submetidos
a procedimentos fitoquimicos para conhecimento dos seus metabdlitos secundarios,
realizados no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA), nas instalagbes

do Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais (LQPN).
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4.2.1. Determinacédo das propriedades anatbmicas

As células que constituem a madeira estdo arranjadas no caule em duas
direcBes, no sentido do eixo do tronco denominada direcao axial e no sentido da casca
para medula direcéo radial, as analises foram feitas com a madeira de Licaria aritu em
trés planos ou superficie, foi possivel observar através da macrofotografia do plano

transversal Figura 02, p. 41, vasos denominados poros; parenquima axial e as fibras.

Figura 02. Macrofotografia do plano transversal da madeira de L. aritu

4.3. Processamento dos residuos, preparacdo dos extratos

A madeira foi cortada em pedacos menores e posteriormente triturado em
moinho de 4 facas. Em seguida, o material moido, foi pesado e submetido a
maceracao a frio, com extracdo em hexano seguido por metanol, cada solvente
permaneceu durante 7 dias (Esquema 1, p. 42). Os extratos brutos foram
obtidos atraves de evaporacgéo dos solventes em evaporador rotativo, posteriormente

tiveram suas massas determinadas e rendimentos calculados.
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FONTE: Arquivo pessoal, 2018

Figura 03. (a) Residuo de Licaria aritu Ducke; (b) Frasco utilizado na maceracao
(mariote); (c) Maceracgéao

-Maceracéao por 7 dias em Extrato

-Maceracéao por 7 dias em metanol; metandélico
Hexano: -Filtragéo;
_Filtrag&o; -Evaporacao do solvente.
-Evaporacao do solvente.

Residuo

Madeireiro

Extrato

Esquema 01. Obtencéo dos extratos hexanico e metandlico

Hexanico

Tabela 03. Rendimentos dos Extratos de L.aritu

Massa dos residuos Extratos Rendimentos %

Caodigo Massa (Q)
1219,8 LAH 3,6 0,29
LAM 19,8 1,62

Legenda: LAH (Extrato Hexanico); LAM (Extrato Metandlico).
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4.4. Andlise do extrato hexanico de Licaria aritu Ducke

Nas analises prévias dos extratos de L. aritu por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), com padrdao de amirina e sitosterol, o extrato hexanico apresentou
um perfil cromatogréfico promissor devido a presenca de uma substancia com
fluorescéncia em luz ultravioleta de comprimento 254 nm. Dessa forma foi selecionado
o sistema mais adequado para processo de separacao, iniciando-se o fracionamento

cromatografico pelo extrato hexanico.

4.4.1. Fracionamento cromatogréafico do extrato hexanico LAH

O fracionamento cromatogréfico inicial do extrato hexanico, foi efetuado em
coluna cromatogréfica aberta utilizando silica gel tipo filtrante (70-230 mesh), e eluida
em hexano, acetato de etila e metanol em gradientes crescentes de polaridade
(Esquema 02, p. 44), fornecendo 36 fracbes que foram reunidas de acordo com as
analises realizadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Posteriormente,
as fracOes foram pesadas e codificadas, como apresentado na (Tabela 04, p. 45).

Das fracdes obtidas na coluna (Esquema 02, p. 44) foram analisadas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), verificou-se que as fragdes LAH-29, LAH-
22, LAH-28, LAH-31, LAH-35, apresentaram perfil promissor pois as mesmas
evidenciaram florescéncias em UV e revelaram em vanilina sulfdrica, as demais
fracbes foram descartadas por apresentar muito material graxo, e presenca de
substéancias de baixa polaridade com pouca resolugdo em CCD.
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H - Hexano; E — Acetato de etila; M — Metanol
Volume da fase moével

V1=125mL; V2 = 250 mL,;

V3 =200 mL; V4 =300 mL

LAH
3,60

Coluna de silica gel (70-230 mesh)
h=30,0cm @d=29cm
Empacotada em Hexano

fr - fracéo Gradientes Crescentes
de polaridade [
Limpeza
Eluente H H:E H:E H:E H:E H:E H:E H:E E M
100% 98:2 97:3 955 9:1 8:2 6:4 1:1 100% 100%
V4 V3 Vi V2 V2 V3 V4 Va Va Vs
:c\l" 1-7 8-13 14-17 18-24 25-30 31-32 33 34 35 36
r.
1 I 1
jmm=d=mmy by i,
:__ir.2_2__j | fr.28-29 P ofr31 e —————
LAH-35 —_ Tratamento com |
i i : 8.3 Acetona afrio |
1 1 I o Mg 1 ]
o ——————— 1 I \ e o o o e e
I Fracionamento === :
l Cromatografico lemmmmmmcem———— 1 i

Esquema 02. Fracionamento cromatografico do extrato hexanico



Tabela 04. Reunido das fracdes de LAH

FracOes reunidas Caodigos Massa (mg) CSG 4-_-_I--i
1 LAH-1 591,10 T ’ i i
2;4,5,6,8 LAH-2 290 T v
3 LAH-3 353 {1 T
7 LAH-8 22 1
9 LAH-9 1,7 i__i___ { csg lamemme
10;12 LAH-10 4,7 i (ST ’
11 LAH-11 1,8 1 e \
13;14;15 LAH-13 5.9 i :—->§‘ CSG E*---:
16;17;18;19 LAH-16 3728 14 T B
20:21 LAH-20 65 11 [T Yo |
L e T i et -1 cC P!
booon22 oo LAR22 433 __rTT oo
23,24 LAH-23 3592 o, o
25 LAH-25 1928 > ccoe bt
26,27 LAH-26 646 1 T Lo
AR R b e |
L..29 _LAH29 2511 o A
30 LAH-30 93,1 R
{ 3032 _LAH31 4033 }----- TA e
33 LAH-33 2653 e
34 LAH-34 114,8 PR \
35 LAH-35 69,5 oA
36 LAH-36 70,1 D

Obs.: Descricdo da Tabela (p.46), de acordo com a ordem

de isolamento de cada substancia.

Legenda:

CCDP - Cromatografia em Camada Delgada Preparativa;
TA - Tratamento com acetona a frio; CC- Coluna Celulose;

CSG - Coluna Silica Gel 230-400 mesh
CSP - Coluna de Sephadex LH-20

Substancia 6

Esquema 02,
@ Esquema 03,
@ Esquema 04,
@8 Esquema 05,
@ Esquema 06, p.

8,3 mg

p. 44
p. 48
p. 50
p. 51
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A fragdo LAH-29 (Tabela 04, p. 45) 251,1 mg, obtida a partir do fracionamento
do extrato hexanico (Esquema 02, p. 44) apresentou aspecto solido cristalino de cor
amarelada, em analise cromatografica verificou-se a presenca de uma mancha
majoritaria juntamente com outras manchas, logo efetuou-se tratamento com acetona
a frio originando 142,1 mg de um cristal de cor branca, em seguida realizou-se CCD,
apos esse procedimento foi verificado que ainda havia presenca de outras manchas
juntamente com a substancia de interesse, entdo foi submetida sequencialmente a
trés fracionamentos cromatografico (Esquema 03, p. 48) originando a substancia 1
codificada como LAH-29.1.2.9. (5,0 mg).

Ap0s analise em CCD da fracdo LAH-22, obtida a partir do fracionamento do
extrato hexanico (Esquema 02, p. 44) mostrou-se promissora quando revelada em UV
evidenciando a presenca de florescéncia intensa no comprimento de onda 254 e
outras que revelaram-se menos intensa, revelada em vanilina sulfdrica a mais intensa
apresentou cor rocha, entdo optou-se em submeter a fracdo a uma coluna de silica
gel (Esquema 04, p. 50), obtendo-se 10 subfracfes, ao serem analisadas em CCD,
percebeu-se que a subfracdo 3 apresentava-se isolada, originando a substancia 2 e 3
um sélido com caracteristica cristalina translucida, codificada como LAH-22.3 (8,3
mgQ).

A fracdo LAH-28 (650,7 mg) decorrente do fracionamento do extrato hexanico
(Esquema 02, p.44), foi analisada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
apresentando em UV florescéncia no comprimento de onda de 254 nm e 365 nm, ao
ser revelada em vanilina sulfirica mostrou uma mancha roxa, entao optou-se em fazer
uma placa preparativa com 40,0 mg da fracdo (Esquema 05, p. 51), apds o
procedimento foram geradas 6 subfracdes, ao serem analisadas em CCD verificou-se
gue em todas as subfracdes haviam misturas, a qual a subfracdo 3 com 15,0 mg foi a
mais promissora, entdo decidiu-se submeté-la a coluna de silica gel (Esquema 05,
p.51) para uma possivel purificacdo, apds o procedimento onde gerou 6 subfracdes,
evidenciou que a subfracdo 3 encontrava-se purificada, gerando assim a substancia
4 (6,2 mg) codificada como LAH-28.3.3.

A fracdo LAH-31 (403,3 mg) um solido de coloracdo amarelada foi submetido
a tratamento com acetona a frio gerando um sadlido cristalino branco (197,0 mg) e uma
graxa residual codificada como LAH-M.31 (206,3 mg). Em CCD a fracdo LAH-31
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mostrou-se promissora enquanto a fracdo LAH-M.31 apresentou varias misturas sem
definic&o, de dificil purificacédo, entédo resolveu-se descarta-la.

Logo a fracdo LAH-31 foi submetida a coluna cromatografica de silica gel
(230-400 mesh) na tentativa de purificacdo, obtendo-se 11 subfracbes (Esquema 06,
p. 53), em CCD verificou-se que a purificacdo das subfracdes nao ocorreu, no entanto,
a subfracdo 1 codificada como LAH-31.1 apresentou perfil mais adequado para um
novo procedimento cromatografico. Usou-se coluna de sephadex LH-20 (Esquema 06
p. 53), gerando 7 subfracbes, das quais, apenas a subfracdo 4 em CCD mostrou-se
promissora, quando revelada em UV apresentou florescéncia em 254 nm, em vanilina
sulfarica revelou manchas de cor laranja a qual se tinha interesse, entao a subfracdo
codificada como LAH-31.1.4 com 82,3 mg foi submetida a mais um procedimento de
purificacdo em coluna de silica gel (230-400 mesh), obtendo-se 11 subfracfes
(Esquema 06, p.53), entre elas, foi verificado que a subfracdo 7 formou um
sobrenadante, entdo realizou-se a filtragcao, apds seca a fase liquida originou cristais
translucidos, realizou-se CCD e constatou-se que a subfracéo 7 “cristais” originado da
fase liquida codificada como LAH-31.1.4.7 (8,2 mQ) estava purificada, que foi atribuida
a substancia 5.

A fracdo LAH-35 apresentou-se como cristal de cor amarelada, apos anélise
em CCD verificou-se que continha impurezas, mas havia uma substancia majoritaria,
entdo tratou-se a substancia com acetona a frio, apés o procedimento foi confirmado

em CCD que havia sido purificada resultando na substancia 6 (8,3 mg)
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H - Hexano; E - Acetato de etila; LAH-29 Coluna de celulose

M — Metanol; D — Diclorometano; 142,1 mg h=29,0cm @=25cm
V1=100 mL; V2= 50 mL; V3= 200 Empacotada em Hexano
mL; V4= 150 mL; Vs=40 mL Ve =
500 mL; V7 = 250 mL; fr - Fracdo

H H:E H:E H:E
100% 9:1 7:3 11
Vs Vs Vs Ve
1-2 l 3 l l 4 l l 5 l
fr. 2
| LAH-20.2
v 58,0 mg

Coluna Sephadex LH-20
Sistema de eluicdo
Metanol 100%
h=275cm, @=15cm

CC-silica gel (230-400 mesh)
Empacotada em hexano

\ h=220cm,@d=15cm
LAH-29.2.1
35,0
mg ) H H:E H:E H:E
100 % 9:1 7:3 1:1
Vs V3 Va V7
[ 1-3 ] [ 4-6 ][ 7-9 ][10-13]
fr. 9

——————
- ~
- ~

Substancia 1 -—

-
~ -
Sees -

Esquema 03. Fracionamento cromatogréafico da LAH-29; LAH-29.2; LAH-29.2.1
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Tabela 05. Reunido das fragdes obtidas de LAH-29

Fracdes Cdédigos Massa
1 LHA-29.1 29,0 mg

2 LAH-29.2 58,0 mg

3 LHA-29.3 25,0 mg
4,5 LHA-29.4 39,0 mg

Tabela 06. Reunido das fracGes obtidas de LAH-29.2

Fracdes Caodigos Massa
1 LAH-29.2.1 35,0 mg
2,4 LAH-29.2.2 5,3 mg

3 LAH-29.2.3 10,7 mg

5 LAH-29.2.5 7,5 mg

Tabela 07. Reunido das fracGes obtidas de LAH-29.2.1

fracé@o Cddigos Massa
1 LAH-29.2.1.9 1,0 mg
2 LAH-29.2.1.2  4,0mg
3 LAH-29.2.1.3 7,9 mg
4:5;6;8 LAH-29.2.1.4  10,3mg
7 LAH-29.2.1.7 15mg e,
{9 LAH29219  50mgl» Substancial
1‘6;-1-1-;15_"_L_A_I—Tié._i_fl_ﬁ-"-é,-znnﬁ R
13 LAH-29.2.1.13 1,3 mg
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LAH-22

H - Hexano; A - acetona 43,3 mg CC - silica gel (230-400 mesh)
V1 = 300 mL; V2 = 200 h=220cm @=15cm
mL; V3= 500 mL; Empacotada em Hexano
H:A H:A H:A H:A AH
98:2 95:5 8:2 11 6:4
V3 V1 V2 V2 V3

1-2

| (39 C

Substancia2 e 3

Esquema 04. Fracionamento cromatografico da fracdo LAH-22

Tabela 08. Reunido das fracGes obtidas de LAH-22

Fracbes  Cddigos Massa

1 LAH-22.1 4,0 mg

2 LAH-22.2 3,8mg
{'5,"""'L;',;_'z'z'_g"""'8',5,};5":_;""s"L}L;';;Q;{;{E{;'z";'é""

4 LAH-22.4 5,7 mg

5 LAH-22.5 7,0 mg

6,7,8 LAH-22.6 10,3 mg

9 LAH-22.9 1,8 mg

10 LAH-22.10 4,0 mg
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LAH-28
40,0 mg

Placa preparativa (CCD)
Sistema de eluicéo
D:M (98:2)

SRR ERIERI D

LAH-28.3
D- Diclorometano; 15,0 mg Coluna de silica gel (230-400 mesh);
M- Metanol; h =26,0 cm; @=0,9 cm;
V1=60mL; V2=50 mL; Sistema isocratico
V3 =40 mL; V4 =100 D:M (98:2)
V1 Va2 V2 V3 V1 Va

LAH-28.3.3

6,2 mg

l

Substancia 4

Esquema 05. Fracionamento cromatografico de LAH-28 e LAH-28.3
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Tabela 09. Reunido das fragdes obtidas de LAH-28

Fracbes  Caddigos Massa
1 LAH-28.1 2,0 mg
2 LAH-28.2 1,0 mg
3 LAH-28.3 15,0 mg
4,56 LAH-28.4 9,8 mg

A fracdo LAH-28 foi submetida a separacdo cromatografica em placa

preparativa (Esquema 05, p.51) que é uma técnica de separacdo utilizando o

mecanismo de adsorcéo solido-liquido bastante simples, que consiste na separacao

de uma mistura através da migracédo por capilaridade diferencial de seus componentes

sobre uma camada de adsorvente retido sobre uma superficie plana “silica”. Onde, a

fase movel (liquido) ascende por acao de capilaridade por uma camada adsorvente

(silica), fase estacionaria estendida sobre um suporte. O suporte usado foi placa de

vidro e eluida na propor¢éo de 98:2 DCM : MeOH.

Apbs a andlise em CCD das subfracdes apenas a subfracdo LAH-28.3 mostrou-

se promissora, mais apresentou impurezas, entdo foi submetida a um novo

fracionamento em coluna de silica gel 230-400 mesh usando sistema isocratico.

Tabela 10. Reunido das fracdes obtidas de LAH-28.3

Fracbes Cédigos Massa
1 LAH-28.3.1 1,5mg

2 LAH-28.3.2 2,1 mg
{3 LAH-2833  62mg
T LAH-28.34  23mg
5 LAH-28.3.5 0,7 mg

6 LAH-28.3.6 1,1 mg

---------------------------

., *
-------------------------
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H - Hexano: A - Acetona; LAH-31

M — Metanol; D- Diclorometano SOl
V1=100 mL; V=50 mL; Va=
200mL; V4= 150 mL; Vs =40 mL CC-silica gel (230-400 mesh)
Empacotada em Hexano h=38,0cm; @ =3,0cm
H:A H:A H:A H:A A AM A:M A:M M
98:2 7:3 6:4 11 100% 98:2 97:3 11
1 2 3 4-5 6 7-8 9 10
Vi Va Vi V3 Va Vs Vs Vi
CC-silica gel (230-400 mesh)
h=38,0cm; @=3,0cm
CC- sephadex LH-20 . Ny N )
h=380cm: @=25cm Sistema isocratico D:M (98:2)
Eluicdo em M (100%)
LAH-31.1 LAH-31.1.4

130,0 mg 82,3 mg

Substancia 5

Esquema 06. Fracionamento cromatografico da LAH-31; LAH-31.1; LAH-31.1.4

Tabela 11. Reunido das fragdes obtidas de LAH-31

Fracdes Caodigos Massa
1 LAH-31.1 130,0 mg
2,3,4 LAH-31.2 14,3 mg

5,6,7 LAH-31.5 8,6 mg
8 LAH-31.8 10,3 mg

9 LAH-31.9 20,0 mg

10 LAH-31.10 6,5 mg

11 LAH-31.11 5,0 mg




Tabela 12. Reunido das fragcbes obtidas de LAH-31.1

Fracbes Cdédigos Massa
1,3 LAH-31.1.1 10,2 mg
2 LAH-31.1.2 11,0 mg
4 LAH-31.1.4 82,3 mg
5 LAH-31.1.5 11,4 mg
6 LAH-31.1.6 3,3 mg
7 LAH-31.1.7 11,6 mg

Tabela 13. Reuniédo das fragcdes de LAH-31.1.4

Fracdes Cddigos Massa

1,2,3 LAH-31.1.4.1 15,2 mg

4 LAH-31.1.4.4 6,3 mg
5 LAH-31.1.4.5 6,8 mg
6 LAH-31.1.4.6 9,1 mg

7.3 LAH-31.1.4.7.3 31,8 mg

----------------------------
- ——————————— - -

o ——————————————————————— - - -

8,9,10,11 LAH-31.1.4.8 4,6 mg

----------------------------

4.5. Ensaio antifungico

4.5.1. Cepas testadas e preparacdo dos indculos fungicos

Para os testes de atividade antifungica, foram utilizadas cepas padrdo da
American Type Culture Collection (ATCC), mantidas na Colecdo de Microrganismos
de interesse médico do INPA. Na tabela 14, p.55, encontramos as cepas fangicas

utilizadas nos testes.
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Tabela 14. Cepas de fungos utilizadas nos testes

Tipos de fungo Espécie Cepas
Candida albicans ATCC 60193
Levedura Cryptococcus gattii CFP 61

O cultivo das culturas de fungos foi desenvolvido em meio agar Sabouraud
Dextrose e as cepas selecionadas (Tabela 14, p. 55) passaram por repiques para
posteriormente serem utilizadas na preparacdo dos inoculos fangicos, as quais
seguiram as recomendacdes do protocolo M27-A3 da Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (2008). As células foram submetidas ao processo de
suspensdo em 5 mL de solucédo salina esterilizada a 0,85%. Posteriormente, foram
guantificadas em camara de Neubauer através da leitura no microscopio 6ptico e, por
fim, foram realizadas diluicbes da suspensdo-padrao da levedura com meio liquido
RPMI 1640 para obter uma concentracéo final de 2,5 x 103 células/mL.

4.5.2. Realizacédo do teste de microdiluicdo em caldo

O ensaio de sensibilidade antifingica foi realizado no Laboratorio de Micologia
do INPA, com base na técnica de microdiluicio em caldo - protocolo M27-A3,
determinada pela CLSI (2008). Inicialmente foram preparados os inéculos de Candida
albicans e Cryptococcus gattii numa concentracéo final de aproximadamente 2,5 x 102
células/mL como descrito no item anterior. As substancias testadas como agente
antifangico foram, 1; mistura epimerica 2 e 3; 4; 5, isoladas dos residuos de madeira
de L. aritu, passaram por diluicdes seriadas, partindo-se de uma concentragédo de 320
Mg/mL em microplaca de 96 pogos, com posterior incubagao a 35 °C durante 24 h para
C.albicans e 72 h para C. gattii. Apds esse periodo, realizou-se a leitura macroscopica
da placa para avaliar a concentracdo inibitéria minima (CIM) das substancias,
considerando o score & 100% de inibic&o. A leitura foi realizada comparando 0s pocos
do controle positivo (Indculo fungico + meio de cultivo RPMI) e os pogos contendo as
substancias testadas. A anfotericina B foi utilizada como droga controle de
sensibilidade para os dois tipos de fungos e os testes foram realizados em duplicata

(CLSI, 2008).
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5.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Substancias isoladas

O estudo fitoquimico com os residuos madeireiro de Licaria aritu Ducke resultou
no isolamento de 6 substancias. As identificacdes estruturais foram realizadas com
base nas técnicas de unidimensionais (1D) RMN (*H, 3C e DEPT) e bidimensionais
(2D) (HSQC e HMBC).

5.2. Determinacéao estrutural das substancias do extrato hexanico

5.2.1. Identificacdo da substancia 1

A substancia 1 codificada como LAH-29.2.1.9, foi obtida ap6s os
fracionamentos cromatograficos apresentado no esquema 03, p. 48, mostrou aspecto
cristalino, solivel em DCM (diclorometano), em CCD, mostrou o mesmo Rf da amostra
padrdao de [-sitosterol, utlizando-se Hex:AcOEt (8:2) como sistema de eluicao,
apresentou mancha marrom escuro quando revelada em vanilina sulftrica, em luz UV
comprimento de onda de 254 nm e 365 nm, ndo apresentou henhuma mancha.

A substancia foi caracterizada com base nos dados de RMN de *H (300 MHz)
e 3C (75MHz) tabela 15, p. 58, além dos mapas de contorno HSQC e HMBC. O
espectro de RMN *H obtido em CDCIs (Fig. 5, p. 59), foram observadas a presenca de
sinais de hidrogénios com deslocamento caracteristico de hidrogénio carbindlico & H
em 3,52 ppm (mutipleto) em 5,36, H-6 referente a um hidrogénio olefinico (multipleto),
Foram observados sinais para seis metilas com deslocamentos em & 0,69 (s); 0,82 (d;
J=6,7 Hz); 0,84 (d; J =6,6 Hz); 0,87 (d; J = 7,1 Hz); 0,92 (d; J = 6,5 Hz); 1,02 (s). No
espectro de RMN 13C, foi possivel verificar a presenca de carbono carbindlico devido
o deslocamento em & 71,8 em 140,7 e 121,7 referente a carbono de ligaces sp?. Os

demais sinais confirmam para o esteroide -sitosterol.
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Figura 04. Substancia 1 B-sitosterol
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Tabela 15. Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC da substancia 1

1H 13C lH 13C

d (ppm); mult. J (H2)'* & (ppm)*>* HMBC? O (ppm); mult. J (H2)** & (ppm)>*
N° Substancia 1 Liao et al., (2018)

1 1,84 (m)-1,09 (sl) 2H 37,2 C-2; C-5 37.1
2 2,02-1,54 (m) 2H 31,6 31.5
3 3,52 (m) 1H 71,8 3,49 (m) 71.6
4 2,28 (m) 2H 42,3 C-3; C-5; C-6 42.8
5 -—-- 140,7 140.1
6 5,36 (m) 1H 121,7 C-8 5,36 (dd; 5,0; 1,4)  122.0
7 1,82-1,52 (m) 2H 31,9 31.6
8 1,42 (m) 1H 31,9 31.6
9 0,93 (m) 1H 50,1 50.3
10 -—-- 36,5 36.3
11 1,49 (m) 2H 21,0 21.3
12 2,00 (m)-1,15 (sl) 2H 39,7 C-18 39.5
13 - 42,3 42.1
14 0,98 (m) 1H 56,7 56.9
15 1,05 (m) 2H 24,3 24.5
16 1,84 (m)-1,26 (sh2H 28,2 28.3
17 1,09 (m) 1H 56,0 C-12;C-14 56.3
18 0,69 (s) 3H 11,8 C-12; C-14; C-17 0,67 (s) 12.0
19 1,02 (s) 3H 194 C-5; C-9; C-10 1,00 (s) 19.5
20 1,35 (m) 1H 36,1 36.3
21 0,92 (d; 6,5) 3H 18,8  C-17; C-20; C-22 0,91 (d; 6,4) 18.9
22 1,31-1,02 (sl) 2H 33,9 34.1
23 1,17 (m) 2H 26,0 C-22; C-25; C-28 26.3
24 0,93 (m) 1H 45,8 C-29 46.0
25 1,66 (m) 1H 29,1 29.4
26 0,83 (d; 6,7) 3H 19,0 C-24; C-25; C-27 0,81 (d; 6,8) 18.9
27 0,84 (d; 6,7) 3H 19,8 C-25; C-26 0,83 (d; 6,8) 19.2
28 1,26 (m) 2H 23,0 C-24; C-25; C-29 23.2
29 0,87 (m) 3H 11,9 C-28 0,86 (t; 7,2) 12.0

* 300 MHz, CDCls; 2* 75 MHz, CDCls; 3* 100 MHz, CDCls,4* e 5* CDCls
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5.2.2. Identificac&o da substancia2 e 3

As substancias 2 e 3 codificada como LAH-22.3 foram isoladas conforme
Esquema 06, p. 53, apresentou aspecto cristalino incolor, quando revelada em luz UV,
em comprimento de onda 254 e 365 nm apresentou florescéncia, ao ser revelada em
vanilina sulfarica mostrou uma mancha roxa com Rf = 0,7, em sistema de eluicdo
(Hex:AcOEt 9:1). O espectro de RMN H mostrou sinais em regiGes caracteristicos de
hidrogénios olefinicos com intensidades diferentes em & 5,56 d, J= 1,6 Hz com
intensidade maior (substancia 2) e 5,54 como singleto largo com menor intensidade
(substancia 3). A presenca de 8 metilas foi observada sendo quatro pertencentes a
dois grupos isopropilicos, duas geminais ao grupo hidroxi e duas metilas vinilicas &
1,66 (Me-15) e 1,64 (Me-15). Aos hidrogénios das metilas dos grupos isopropilicos
verificou-se a presenca de dubletos para substancia 2 & 0,88 (d; J = 7,1) H-12; 0,83
(d; 3 =7,0) H-13 e para substancia 3 0,91 (d; J = 7,0) H-12; 0,78 (d; J = 7,0) H-13.

Na andlise do espectro de RMN de 3C verificou-se a presenca de 30 sinais de
carbono, pelo DEPT 135° foi possivel verificar os tipos de carbonos, totalizando 8
carbonos de grupos metilas, ou seja, 4 metilas pertencentes a substancia 2 e 4
pertencentes a substancia 3, quatro carbonos com insaturagfes, dois para cada
estrutura, Cada substancia apresenta 4 grupos metilénicos, 5 grupos metinicos, 4
metilicos e um carbono carbindlico. Esses dados espectrais aliados aos dados dos
mapas de correlacdes HSQC e HMBC (Figura 14 e 15, p. 70 e 71, Tabela 17, p. 66),
permitem identificar essas substdncias como uma mistura epimérica dos
sesquiterpenos, ent-T-muurolol 2 e ( - )-T-muurolol 3. Os dados de RMN H e 13C
também foram comparados com a literatura (Nagashima et al., 1994, Sung et al.,

1992), conforme mostra tabela 16, p. 65.
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Tabela 16. Dados de RMN de 1H, 13C da substancia 2 e 3 em CDCls

1H 13C 1H 13C lH 13C
O (ppm); mult.J 3 (ppm)?* d (ppm); mult. & (ppm)** & (ppm); mult. & (ppm)&*
(Hz)* J (Hz)** J (Hz)%*
N° ent -T- muurolol (2) Nagashima et al., (1994) (-) -T- muurolol (3)
1 1,53 (m) 1H 46,1 1,45 (m) 46,1 1,08 (m) 47,9
2 1,55 (m) 2H 20,9 1,54 (m) 20,9 1,92-1,37 (m) 22,6
3 1,97 (m) 2H 31,2 2,00-1,94 (m) 31,2 1,97 (m) 30,9
4 133,4 133,4 134,4
5 556(d;1,6)1H 124,8 556 (brd) 124,8 5,54 (s 1) 122,6
6 2,25 (m) 1H 34,5 2,27 (m) 34,5 1,97 37,7
7 1,24 (s 1) 1H 43,9 1,25 (m) 43,9 1,00 46,6
8 1,34-099(mM)2H 19,3  1,41-1,32 (m) 19,3 1,47-0,99 (m) 19,8
9 153-142(M)2H 34,6  1,41-1,32 (m) 34,6 1,73-1,40 40,3
10 -—-- 72,3 -—-- 72,3 -—-- 70,7
11 1,98 (m)1H 26,7  2,00-1,94 (m) 26,6 2,18 26,2
12 088(d;7,1)3H 216  0,83(d,7,3) 21,6 0,91 (d; 7,0) 21,5
13 083(d;7,003H 154 0,89 (d, 6,8) 15,4 0,78 (d; 7,0) 15,2
14 1,19 (s) 3H 29,3 1,25 (s) 29,3 1,21 (s) 28,5
15  1,65(s ) 3H 23,6 1,65 (s) 23,6 1,66 (d; 0,84) 23,8

1* 300 MHz CDCls; 2* 75 MHz, CDCls; 3*400 MHz CDCls e 4* 50 MHz CDCls, 5* 300 MHz, CDCls; 6* 75 MHz, CDCls.
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Tabela 17. Dados de HMBC (300/75 MHz) da substancia 2 e 3 em CDCls.

H HMBC H HMBC
O (ppm); mult. J (Hz) O (ppm); mult. J (Hz)

N° ent -T- muurolol (-) -T- muurolol
1 1,53 (m) 1H C-1 1,08 (m) 1H C-6
2 1,55 (m) 2H C-6 1,92-1,37 (m) 1H C-6; C10
3 1,97 (m) 2H C-4; C-5 1,97 (m) 2H
4 —— —
5 5,56 (t; 1,6) 1H C-1; C-3; C-7; C-15 5,54 (1H) C-1; C-3; C-7; C-15
6 2,25 (m) 1H 1,97 (1H) C-1;C4
7 1,24 (sl) 1H C-8 1,00 (1H) C-13
8 1,34-0,99 (m) 2H 1,47-0,99 (m) 2H C-10
9 1,53-1,42 (m) 2H C-1;C-8 1,73-1,40 2H C-1; C-7; C-8; C-10; C-14
10
11 1,98 (m)1H C-8; C-12; C-13 2,18 (1H) C-7;C-8; C-13; C-12
12 0,88 (d; 7,1) 3H C-7;C-11; C-13 0,91 (d; 7,0) 3H C-7; C-11; C-13
13 0,83 (d; 7,0) 3H C-7;C-11; C-12 0,78 (d; 7,0) 3H C-7; C-11; C-12
14 1,19 (s) 3H C-1; C-9; C-10 1,21 (s) 3H C-1; C-9; C-10
15 1,65(sl) 3H C-3;C-4;C-5 1,66 (d; 0,84) 3H C-3;C-4;C-5
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5.2.3. Identificacéo da substancia 4

A substancia 4 (6,2 mg) apresentou caracteristicas oleosa translucida, em CCD
quando eluida em (Hex:AcOEt 9:1), revelou florescéncia em luz UV 254 e 365 nm,
uma mancha rocha quando revelada em vanilina sulfdrica, com Rs= 0,5. No espectro
de RMN de 'H da substancia 4 observaram-se dois dubletos & 0,79 (J = 6,93 Hz) e
0,94 (J = 6,96 Hz), atribuidos as metilas do grupo isopropila, um sinal de hidrogénio
olefinicos em & 5,51, H-5 (singleto largo) além de duas metilas como singletos em &
1,68 e 1,11,

. No espectro de RMN de 3C observaram-se 15 carbonos (Figura 18, p. 75) os
quais com base no HSQC Editado (Figura 19, p.76) sao quatro metilicos, quatro
metilénicos, cinco metinicos e dois quaternarios. Dois sinais caracteristicos de
carbonos olefinicos foram verificados em & 122,30 e & 135,00 evidenciando a
presenca de uma insaturacdo em C-4 e C-5 e um sinal de carbono carbindlico em &
72,46.

A partir dos dados espectrais de *H e 3C associados a analise bidimensional
de HSQC, HMBC e comparando com os dados de deslocamentos quimicos de RMN
de 13C registrados por Miranda e colaboradores (2014), foi possivel identificar e propor

a estrutura do a-cadinol.

14

\\\\\\\O H

15

Tl
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12 13

Figura 16. Estrutura da substancia 4 (a-cadinol.)
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Tabela 18. Dados de RMN de !H, 13C e HMBC da substancia 4

1H 13C 13C
N° 3 (ppm); mult. J (Hz)* & (ppm)>*  HMBC3* O (ppm)**
Substancia 4 Miranda et al., (2014)
1 1.21 (s) 49,9 50,0
2 1,44; 1,23 22,6 --- 22,6
3 2,01 (m) 30,9 31,0
4 135,0 134,9
5 5,51 (s I) 122,3 122,3
6 1,73 (m) 39,8 39,8
7 1,05 46,7 46,6
8 1,61 (m) 21,9 22,6
9 1,79 (t;4,5) 42,1 42,1
10 --- 72,4 --- 72,4
11 2,18 (s ) 25,9 26,0
12 0,94 (d; 6,96) 21,5 C-7; C-11; C-13 215
13 0,79 (d; 6,93) 15,1 C-7; C-11; C-12 15,1
14 1,11 (s) 20,7 C-10; C-1; C-9 20,7
15 1,68 (s) 23,8 C-5;C-4; C-3 23,8

1* 300 MHz CDCls; 2* 75 MHz, CDCls; 3*100 MHz CDCls e 4* 75 MHz CDCls
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NUC1 13C

P1 8.75 usec
PLW1 50.00209835 W
SFO2 300.2012008 MHz

F2- Procosslql%garameters
Si 32

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

T T T T T T T T T T T T T ssB 0
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm %SBB 3-%0 Hz
PC 1.40

Figura 18. Espectro de RMN *3C da substancia 4 (75 MHz CDCls)
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Figura 19. Ampliacdo do mapa de contorno HSQC editado da substancia 4 (300/75 MHz, CDClIs)
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Current Data Parametars
NAME Juniori9 LAH-283.3
EXPNO 300

PROCNO 1

F1- Acquisition
TD - 2
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FIDRES  120.775742 Hz
SwW 220.037 ppm
FnMODE QF

F2- Processin rameters
S| 4006
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WDwW SINE

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.40

F1- Processin rameters
S| 4006
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Figura 20. Mapa de contorno HMBC da substancia 4 (300/75 MHz, CDCls)
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5.2.4. Identificacdo da substancia 5

A substancia 5 (8,2 mg) apresentou perfil cristalino translicido, em CCD
qguando eluida em (98:2 DCM / MeOH) com Rf = 0,6, revelou florescéncia azul em luz
UV comprimento de onda 254 nm, quando revelada em vanilina sulfirica a
florescéncia azul revela em cor laranja. No espectro de RMN de 'H pode-se observar
quatro hidrogénios aromaticos, dentre eles, trés dubletos com acoplamento em meta
de 1,7 Hz com deslocamentos & 6,39 (H-6), e 6,50 (H-2’), além de um singleto largo,
com deslocamento de 6,58 (H-2). Trés sinais em multipletos com deslocamentos em
4,13, 5,96 e 5,14-5,06 foram atribuidos aos oximetinico (H-8) e aos hidrogénios da
dupla ligacdo H-8 e H-9', respectivamente. Outros sinais observados foram o grupo
metilénico da cadeia lateral, com deslocamento em & 3,32 (d; 6,7 Hz) H-7’ uma metila
em 1,28 (d; 6,3 Hz) e sinais referentes a quatro metoxilas (6 3,90-3,86).

No mapa de contorno HSQC (Figura 24, p. 84) foi possivel observar correlaces
direta entre H-C e as correlacdes a J? e J® foi realizada através do mapa de contorno
HMBC (Figura 25, p. 85). Dessa forma foi possivel prever a posicao da cadeia lateral,
das metoxilas e metila.

Ao analisar o espectro de RMN de 3C observou-se 22 sinais de carbonos,
dentre eles, houve sobreposicdo de sinais nos carbonos com deslocamento em &
104,39 ppm e 153,54; para esses, 0s sinais apresentaram maior intensidade, Dentre,
0s 22 sinais atribuidos aos carbonos, 12 séo referentes a anel aromatico, 3 sao
referentes a cadeia lateral com uma insaturacdo. Dessa forma, os dados foram
comparados com deslocamentos quimicos de RMN de *3C registrados por Silva et al.,
(1989), sendo possivel, identificar e propor a estrutura da substancia 5 como

eusiderina A.

Figura 21. Estrutura da eusiderina A
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Tabela 19. Dados de RMN de 1H, 13C da substancia 5

Ne O (ppm) H, L@ O (ppm) H, L@
mult, J (H2)'* & (ppm)*” mult, J (Hz)>* d (ppm)*
Substancia 5 Da Silva et al., (1989)
1 --- 132,4 --- 132,4
2 6,58 (s ) 104,4 6,60 (s) 104,4
3 - 153,5 --- 153,6
4 138,4 138,4
5 --- 153,5 --- 153,6
6 6,39 (d; 1,7) 104,4 6,60 (s) 104,7
7 4,58 (d; 7,83) 81,1 4,40 (d; 8,0) 81,1
8 4,13 (m) 74,1 4,2-3,8 (m) 74,1
9 1,28 (d; 6,3) 17,3 1,25 (d; 6,0) 17,3
1 132,5 132,6
2’ 6,50 (d;1,7) 109,5 6,40 (d; 2,0) 109,7
3 144,2 144.4
4 - 131,2 --- 131,5
5 - 148,5 - 148,7
6’ 6,39 (d; 1,7) 104,6 6,30 (d; 2,0) 104,8
7’ 3,32 (d; 6,7) 40,0 3,25 (d; 6,0) 40,0
8’ 5,96 (M) 137,3 6,2-5,7 (m) 137,4
9’ 5,14-5,06 (m) 115,8 5,2-4,9 (m) 115,8
MeO (C-5) 3,90 (s) 56,1 3,75 (s) 56,0
MeO (C-5) 3,89 (s) 56,2 3,80 (s) 56,2
MeO (C-3) 3,89 (s) 56,2 3,85 (s) 56,3
MeO (C-4) 3,86 (s) 60,8 3,85 (s) 60,8

1* 300 MHz CDCls; 2* 75 MHz, CDCls; 3*60 MHz CDCls e 4* 20 MHz CDCls.



Tabela 20. Dados de HMBC (300/75 MHz) da substancia 5

Ne O (ppm) H, HMBC

mult, J(Hz)
Substéncia 5

1

2 6,58 (s ) (C-3); (C-4); (C-1)

3

4

5

6

7 4,58 (d; 7,83) (C-1); (C-2); (C-8)

8 4,13 (m)

9 1,28 (d; 6,36) (C-7)

1

2’ 6,50 (d;1,74) (C-3"); (C-1'); (C-6"); (C-T")

3

4

5

6’ 6,39 (d; 1,77)

7 3,32 (d; 6,78) (C-8"); (C-1'); (C-9'); (C-27); (C-6')

g 6,02-5,89 (m) (C-7)

9 5,14-5,06 (m) (C-8"); (C-7")
MeO(C-5) 3,90 (C-5")
MeO(C-5) 3,89 (C-3); (C-1)
MeO(C-3) 3,89 (C-3); (C-1)
MeO(C-4) 3,86 (C-4)
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Current Data Parameters

NAME Junior19_LAH-31.1.47.4
EXPNO 1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20191113

Time 1641 h
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDCI3
NS 1

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.186265 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 31.623

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 2023 K

D1 1.00000000 sec
TDO

1
SFO1 300.201'9513 MHz
1

P1 7.64 usec
PLW1 20.00000000 W

glz- Processing parameters
L - 300.2000000 MHz
5.0 4.5 d 3 o 2.5 2.0 1.5 ppm WwWDW EM

7.0 6.5 6.0 55 4.0 3.5 3.0
SSB 0
Rl A e A KE &
Qlaia| (& =] 2 (=12==] (= ~| = GB 0
S =1{=110 =] o~ | I=iNjo|™] N A B 52 PC 1.00

Figura 22. Espectro de RMN de 'H da substancia 5 (300 MHz, CDClz)
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Quadro 10. Ampliacdo dos sinais do espectro de RMN de 'H da substancia 5
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Current Data Parameters

NAME  Junion 92_LAH-31 1474

EXPNO

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20191116

Time 2.48 h
INSTRUM _ FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 6zgpg:io

TD 327
SOLVENT CDCI3
NS 72704

DS 0

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 1.400116 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 2024 K

D1 0.30000001 sec

di1 0.03000000 sec
TDO 1

SFO1 75.4028082 MHz
NUC1 13C

P1 B8.75 usec

1 50.00200835 W
SFO2 300.2012008 MHz

NUC2 1H
CPDPRG|2 walz16
PLW2 20.00000000
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
gl2 - Processi rameters
SF 75.4853500 MHz
wDw EM

SSB 0

LB 3.00 Hz

GB 0

PC 1.40

Figura 23. Espectro de RMN *3C da substancia 5 (75 MHz CDCls)
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Figura 24. Mapa de contorno HSQC editado da substancia 5 (300/75 MHz, CDClIs)
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Current Data Parameters
NAME Junior19 LAH-31.1.47.4

EXPNO 300

PROCNO 1

F1 - Acquisition parameters
256

SFO1 75.49328 MHz

FIDRES  129.775742 Hz

SW 220.037 Ppm

FnMODE Q

F2 - Processing parameters

Sl 1024

SF 300.2000000 MHz

WDW SINE

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.40

F1 - Processing parameters

Sl 1024

MC2 QF

SF 75.4853500 MHz

WDW SINE

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

Figura 25. Mapa de contorno HMBC da substancia 5 (300/75 MHz, CDClIs).
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5.7 ldentificacdo da substancia 6

A substancia 6 foi obtida conforme o fracionamento cromatografico descrito
pelo Esquema 2 (p. 44) e apresentou-se como sélido cristalino branco, solivel em
diclorometano (DCM). Na anélise em CCD com sistema de eluicdo 98:2 (DCM /
MeOH) ndo detectou-se absor¢do no UV, quando revelada em vanilina sulfurica
apesentou uma mancha amarela com Rf = 0,5. Esta amostra foi identificada por meio
de andlises espectroscépicas de RMN de H e 3C, HSQC e HMBC e comparada com
os dados da literatura (Tabela 21, p. 88, Tabela 22, p. 89).

O espectro de RMN de H (Figura 27, p.90) mostra sinais referentes a trés
metoxilas distintas & ( 3,89; 3,66; 2,90 ppm), sinais referentes a dois hidrogénios de
sistema aromatico com deslocamentos em & 6,33 H-2 e 6,37 H-6, que acoplam entre
si em meta, dando um dubleto para ambos os protons, com constante de acoplamento
de 1,4 Hz. Observou-se hidrogénios em anel dioxolano com & 5,96 (dd; 4,0; 1,4 Hz),
hidrogénio olefinico com deslocamento & 4,55 ppm, metilico em & 0,97 (d; 6,5 Hz) e
carbinélico H-4’ em & 4,69 (d; 1,6) com acoplamento & J* em W, com H-2'. Os
hidrogénios da dupla ligacédo terminal foram verificados em & 5,92 m (H-8') e 6 5,07 m
(H-9’) e o grupo metilénico em 2,32-2,42 dd (H-7’).

Os deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN 3C (Figura 28, p. 92)
em 6 132,7; 109,0; 143,4; 134,2; 148,8; 103,4 foram atribuidos aos carbonos do anel
aromatico, a presenca de carbono com deslocamento em & 209,0 ppm € caracteristico
de carbonila de cetona.

As correlacdes observadas nos mapas de contorno dos experimentos de
HMBC (Figura 31, p. 95, Tabela 22, p. 89) e HSQC (Figura 30, p. 94) juntamente com
as multiplicidades e constantes de acoplamento dos hidrogénios, auxiliaram nas
atribuicdes para a elucidacédo. Verificou-se no HMBC as correlagdes entre metoxilas
em 0 3,89 com os carbonos em 6 143,8 (C-3); 3,66 com o carbono em & 154,4 (C-3’)
e 2,90 com o carbono em & 83,2 (C-5). Os hidrogénios com deslocamentos em &
4,69 (H-4'); 2,42-2,32 (H-7") e 2,52;( H-7) fazem correlacdo J3 com carbono carbonilico
(C-6’). As correlagdes entre hidrogénio em & 5,96; com os carbonos 6 134,2 (C-4) e
148,8 C-5 confirmam a substituicdo do metilenodioxi do anel aromatico. As demais
correlacdes que permitiram a juncéo entre o anel aromatico com o anel biciclo podem
ser visualizadas na tabela 22, p. 89. A partir dos dados obtidos confrontado com
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Guilhon e colaboradores (1992) foi possivel propor a substancia 6 como: (7S,8R,1'R,
4’S,5'R)-1’-alil-4’-hidroxi-3,3’,5’-trimetoxi-4,5-metilenodioxifenil-7-

metilbiciclo[3.2.1]oct-2’-en-6’-ona.

Figura 26. Substancia 6
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Tabela 21. Dados de RMN de 1H, 13C da substancia 6

Ne O (ppm) H, mult, J 3C O (ppm) H, BC
(Hz)** O (ppm)*  mult,J (H2)** & (ppm)*
Substancia 6 Guilhon et al., (1992)
1 --- 132,7 --- 132,6
2 6,33 (d;1,4) 109,0 6,32 (d; 2,0) 108,9
3 143,8 148,6
4 --- 134,2 --- 134.0
5 --- 148,8 --- 143,0
6 6,37(d; 1.4) 103,4 6,36 (d; 2,0) 103,3
7 2,52 (d; 8,8) 52,7 2,52 (d; 8,5) 52,7
8 2,02 (M) 48,7 2,02 (dq;8,5;7,0) 48,6
9 0,97 (d; 6,5) 12,3 0,97 (d; 7) 12,3
1 49,1 49,0
2’ 4,55 (d;1,5) 100,4 4,54 (d;2,0) 100,1
3 154,4 154,3
g 4,69 (d;1,6) 78,1 4,68 (br s) 77,9
5 --- 83,2 - 83,0
6’ --- 209,0 --- ?
7 2,42-2,32 (dd; 14,1; 7,1) 35,2 2,2-2,5 35,2
8 5,92 (m) 133,7 5,7-6,2 133,5
o 511 (m)-507 (sl)  118,1 4,9-5,2 117,9
OMe (C-3) 3,66 (s) 55,7 3,66 (S) 55,6
OMe (C-5) 2,90 (s) 51,3 2,92 (s) 51,2
OMe (C-3) 3,89 (s) 56,7 ? 56,6
02CH2 (C-4,5) 5,96 (dd; 4,0; 1,4) 101,4 5,94 (s) 101,2

1* 300 MHz CDCls; 2* 75 MHz, CDCls; 3*100 MHz CDCls e 4* 20 MHz CDCls.



Tabela 22. Dados de HMBC (300/75 MHz) da substancia 6

No O (ppm) H, HMBC
mult, J(Hz)
Substéncia 6

1 -

2 6,33 (d;1,4 meta) C-3; C-4; C-6; C-7

3 -

4

5 —

6 6,37(d; 1.4 m) C-2; C-4; C-5; C-7

7 2,52 (d;8,8) C-1; C-2; C-6; C-8; C-9; C-4’; C-5’; C-6’

8 2,02 (m) C-1; C-7;C-1; C-2’; C-7

9 0,97 (d;6,5) C-7;C-8; C-1

1’

2’ 4,55 (d;1,5 m) C-1’; C-3; C-4

3’ —

4 4,69 (d;1,6 m) C-7,C-2; C-3; C-5’; C-6’

5 _—

6’

7 2,42-2,32 C-1’; C-2’; C-6’; C-8; C-9

8 5,52

9 5,11-5,07 C-7;C-8
MeO(C-3’) 3,66 (s) C-3
MeO(C-5) 2,90 (s) C-5
MeO(C-3) 3,89 (s) C-3

02CH2 (C-4,5) 5,96 (dd; 4,0; 1,4) C-4; C-5




nt Data Parameters
NAME Junlor20 LAH-35
EXPNO

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date _ 20200727

Time 13.37

INSTRUM _ FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDCI3
NS 64

DS 2

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.003132 Hz
AQ 5. 3687091 sac
RG

DwW 81 920 usec
DE 10.00 usec
TE 2046 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

SFO1 300 2019513 MHz
NUC1 1H

P1 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
U S 65536
ll_ U L,«Lk Uk §F,, 300.2000000 MHz

= WDW
SSB 0
LB Oon
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 pmec 1.00

EEEE ERER @R RERER  ER

Figura 27. Espectro de RMN de 'H da substancia 6 (300 MHz, CDCls)

90



Quadro 11. Ampliacédo dos sinais do espectro de RMN de 'H da substancia 6
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Figura 28. Espectro de RMN de 3C da substancia 6 (300 MHz, CDCls)
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Figura 29. Espectro de DEPT 135° da substancia 6 (75 MHz, CDCl3)
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Figura 30. Mapa de contorno HSQC da substancia 6 (300/75 MHz, CDCls)
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5.3. Atividade antifungica sobre as cepas de C. albicans e C. gatti

Para avaliar atividade antifungica das substancias usadas no ensaio (Quadrol2), foi
realizado o teste de sensibilidade antifingica pela técnica de microdiluicdo em caldo,
que investigou a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das substancias frente as
linhagem de Candida albicans (ATCC 60193), Cryptococcus gattii (CFP 61). Em
pesquisa conduzida por Banerjee e colaboradores (1991), foi relatado que patégenos
do género Candida séo responsaveis por infec¢des fangicas em hospitais, desafiando
os clinicos de diferentes especialidades devido as dificuldades diagndsticas e
terapéuticas das infeccOes causadas por tais agentes. Segundo Datta e colaboradores
(2009), C. gattii emergiu como um patégeno humano e animal no noroeste do Pacifico,
reconhecido pela primeira vez em llha de Vancouver, British Columbia, Canada,
causador de doencas que afeta imunocomprometidos e pessoas imunocompetentes,

causando doenca substancial e morte.

Quadro 12. Substancias avaliadas no ensaio antifungico

5 OMe

MeO

MeO

OMe
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A Tabela 23, p. 98, apresenta os resultados encontrados para os testes in vitro
das substancias provenientes dos residuos de madeira de Licaria aritu Ducke frente
as diferentes linhagens de fungos. Os resultados mostram que as substancias 1, (2,3)
e 4 na concentragcao de 320 ug/mL apresentaram reducédo de 100% do crescimento
contra as cepas de C. gattii, sendo que, as mesmas substancias ndo apresentaram
atividade para C. albicans. Entretanto a neolignana eusiderina A 5, ndo apresentou
inibicdo para nenhuma das cepas. Apesar dos resultados da atividade antifungica,
Muhaimin e colaboradores (2020), relataram eusiderina A como um potente
biopesticida e agente antifungico. Estudos anteriores sobre a oxidacdo do metileno
terminal da cadeia alilica em Eusiderina A foram capazes de produzir &lcool primario,
pinacol e um aldeido que demonstrou forte atividade contra fungos patogénicos de
plantas.

Portanto, a atividade contra fungos dérmicos precisa ser estudada. Porém
existem varios fatores que influenciam na atividade bioldégica como, o tipo de ensaio
empregado, tempo de exposicdo e do mecanismo de acdo da substancia,
concentracao etc.

Segundo Brunton e colaboradores (2008), grupos hidroxilas influenciam na
atividade das substancias produzindo toxicidade aos fungos, através da desativacéo
de enzimas, com isso os fungos sofrem uma alteracdo nas proteinas da membrana
plasmatica de suas células.

Em trabalhos realizados por Chang e colaboradores (2008) demostrou que o
T-muurolol e o a-cadinol possuem atividades antifungicas contra um amplo espectro
de fungos fitopatogénicos testados, e podem ser usados como potenciais agentes
antifingicos para o controle de doencas fungicas em plantas.

No estudo conduzido por Kiprono e colaboradores (2000), relatam forte
atividade do [-sitosterol contra fungos do género Fusarium, o estudo também aponta
que o B-sitosterol € ativo contra as bactérias Salmonella typhii e Corynebacterium
diphtheria.
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Tabela 23. Resultados da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das substancias

sobre as cepas de fungos

Concentracdo Inibitoria Minima (ug/mL)

Substancia Candida albicans Cryptococcus gatti
1 > 320 320
2,3 > 320 320
4 > 320 320
5 > 320 > 320
Controle 0,25 0,5

anfotericina B
>Nao sensivel para essa concentracdo

6.0 CONCLUSAO

Os estudos realizados com os residuos madeireiros de Licaria aritu Ducke no
presente trabalho, conduziram o isolamento e identificacdo das classes: de esteroide
(B-sitosterol); sesquiterpenos (a-cadinol e mistura de epimeros ent-T-muurolol; (-)-T-
muurolol) e neolignanas (eusiderina A e (1R,4S,5R,6S,7R)-1-alil-4-hidroxi-3,5
dimetoxi-6-(7-metoxibenzo[d][1,3]dioxol-5-i)-7metilbiciclo[3.2.1]oct-2-en-8-ona.
Todas as referidas substancias, séo relatadas pela primeira vez na espécie.

As substancias tiveram suas estruturas propostas a partir de analises por
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e por comparagdo com
dados da literatura. Enfatizando as substancias que produziram toxicidade aos fungos
com excecao da eusiderina A, gque vale salientar que, auséncia de uma zona de
inibicdo ndo significa necessariamente que a amostra seja inativa, por isso é
interessante avaliar a difusdo das substancias a serem testadas ou até mesmo cogitar
0s métodos aplicados. Visando a importancia no investimento da pesquisa com 0s
residuos de madeira. Esse trabalho contribuiu para o conhecimento da composigcéo
guimica da madeira de Licaria aritu. Uma vez que € o segundo registro de perfil
quimico descrito na literatura, porém, nenhuma das substancias apresentam relatos

na literatura para espécie de Licaria aritu Ducke.
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