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RESUMO

As investigacbes fitoquimicas a partir de residuos madeireiros de demoli¢céo
levaram ao isolamento de diversas substancias organicas com comprovado
potencial biolégico. A bioprospeccdo dessas substancias, impulsionou esta
pesquisa a investigar os residuos madeireiros de demolicdo do cedro-espanhol
(Cedrela odorata), uma espécie protegida em lei por ser cobicada no mercado
madeireiro mundial. O extrato metandlico foi preparado por maceracéo por 7 dias
e submetidos a processos cromatograficos a fim de isolar as substancias presentes
nos residuos madeireiros. Para a caracterizacdo e/ou elucidacéo estrutural das
moléculas, foram utilizadas técnicas espectroscépicas e espectromeétricas. A partir
do extrato metandlico de C. odorata (Meliaceae) foram obtidas 17 substancias,
sendo um sesquiterpeno: cadaleno (1), seis triterpenos: acido oleandlico (2), a-
amirina (3), B-amirina (4), cicloeucalenona (5), multiflorenona (6), a-melianona (7),
B-melianona (8) e o cicloeucalenol (9), dois novos poliacetideos: 4,6-
heptadecadiino-33,96,10a,118-tetraol (10) e o 4,6-heptadecadiino-38,96,108,11a-
tetraol (11), uma nova isoflavanona: 7-desidroxi-3’,4’-dimetoxi-isofavanona (12),
além de cinco limonoides, um do tipo B-D-seco: mexicanolida (13) e quatro do tipo
D-seco: gedunina (14), 7-desacetoxi-7-oxogedunina (15), 6a-acetoxigedunina (16)
e 7-desacetilgedunina (17). Tanto o extrato como os limonoides testados contra as
formas promastigostas de Leishmania guyanensis e Leishmania amazonensis
foram ativas para inibicdo do crescimento e mortalidade dos parasitas in vitro. Foi
produzido uma microemulséo inseticida a partir da substancia mexicanolida, e foi
aplicada contra mosca-branca (Bemisia tabaci) biétipo B, a qual apresentou
resultados promissores. Esta formulacdo estd em processo solicitacdo de patente.

Palavras-chave: Meliaceae; Limonoides; Atividade antileishmania; Atividade
inseticida.
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ABSTRACT

Phytochemical investigations using wood demolition waste led to the isolation of
several organic compounds with proven biological potential. The bioprospecting of
these substances led this research to investigate the wood residues from the
demolition of Spanish cedar (Cedrela odorata), a species protected by law because
it is coveted on the world timber market. The methanolic extract was prepared by
maceration for 7 days and subjected to chromatographic processes in order to
isolate the compounds present in wood residues. For the characterization and/or
structural elucidation of the molecules, spectroscopic and spectrometric techniques
were used. From the methanolic extract of C. odorata (Meliaceae) 17 substances
were obtained, one sesquiterpene: cadalene (1), six triterpenes: oleanolic acid (2),
a-amyrin (3), B-amyrin (4), cycloeucalenone (5), multiflorenone (6), a-melianone (7),
B-melianone (8) and cycloeucalenol (9), two new polyacetides: 4,6-heptadecadiyne-
36,98,10a,11B-tetraol (10) and 4,6-heptadecadiyne-36,96,108,11a-tetraol (11), a
new isoflavanone: 7-dehydroxy-3',4'-dimethoxy-isofavanone (12), in addition to five
limonoids, one of the B-D-seco type: mexicanolide (13) and four D-seco types:
gedunin (14), 7-deacetoxy-7-oxogedunin (15), 6a-acetoxygedunin (16) and 7-
deacetylgedunin (17). Both the extract and the limonoids tested against the
promastigote forms of Leishmania guyanensis and Leishmania amazonensis were
active in inhibiting the growth and mortality of the parasites in vitro. An insecticidal
microemulsion was produced from the substance mexicanolide, and was applied
against whiteflies (Bemisia tabaci) biotype B, which showed promising results. This
formulation is in the patent application process.

Keywords: Meliaceae; Limonoids; Antileishmanial activity; Insecticide activity.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

'H — Hidrogénio

13C — Carbono 13

A — Acetato de etila

APG — Angiosperm Phylogeny Group

CC - Cromatografia em coluna

CCD - Cromatografia em camada delgada

CDCls - Cloroférmio deuterado

COM - Cedrela odorata metandlico

COSY — Homonuclear correlation spectroscopy (H-H).

D — Dicrolometano

d — Dupleto

dd — Duplo dupleto

ddd — Duplo duplo dupleto

Dept 135 — Distortion-free enhancement by polarization transfer
EMAR — Espectrometria de Massa de Alta Resolugéo

ESI — Electrospray ionization

H — Hexano

HMBC — Heteronuclear Multiple Bond Correlation (C—H a J3)
HSQC — Heteronuclear Single Quantum Coherence (C-H a J%)
INCT — Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia

INPA — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia

J — Constante de acoplamento

LC-MS - Liquid chromatography-Mass spectrometry

LLDC — Laboratério de Leishmaniose e Doenca de Chagas
LQPN — Laboratério de Quimica de Produtos Naturais

LT — Leishmaniose Tegumentar

LTM — Laboratorio de Tecnologia da Madeira

M — Metanol

MeOH — Metanol comum

MeOD - Metanol deuterados
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Mesh — malha ou espaco entre as particulas

mult. — Multiplicidade

NOESY — Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (H-H acoplamento espacial)
ppm — partes por milhdo

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

s — Simpleto

t — Tripleto

0 — Deslocamento quimico

@ — Diametro
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1 INTRODUCAO

Entre os paises com maior biodiversidade do planeta, o Brasil se destaca por
possuir cerca de 20% de todas as espécies da fauna e flora da terra, além abrigar
grande parte da maior floresta tropical tmida do mundo, a floresta amazénica (MMA,
2023). O Brasil também € considerado o 4° maior produtor de toras de madeira
tropical, ficando atras de Indonésia, india e Vietna (OIMT, 2023). A floresta amazénica
brasileira possui aproximadamente 3000 espécies florestais identificadas com
potencial madeireiro (BARBOSA et al., 2001).

A producdo madeireira se concentra principalmente nos estados do Para,
Amazonas e Mato Grosso, enquanto as plantacdes estao localizadas nas regiées nédo
tropicais do sul e sudeste do pais. Mesmo com o aumento nas regulamentacdes
ambientais a indUstria madeireira vem se mantendo estavel em producédo de toras nos
altimos anos (OIMT, 2023).

Nesse contexto faz-se necessario alternativas de aproveitamento sustentavel
da grande quantidade de residuos madeireiros gerados pelo grande volume de
madeira produzido no pais, isso so € possivel por meio do conhecimento dos aspectos
tecnolégicos, fisicos e quimicos da madeira, para explorar adequadamente tais
recursos, e possibilitar um gerenciamento mais apropriado desses rejeitos
(CERQUEIRA et al., 2012).

Uma forma alternativa de aproveitamento dos residuos madeireiros vem sendo
difundida no Amazonas pelo grupo de pesquisa: “Plantas da Amazénia: Quimica,
Quimiossistematica e Atividade Biolégica”, que tém realizado diversos estudos
fitoquimicos e avaliagdo do potencial bioldgico (SANTOS, 2023).

Investigacdes fitoquimicas a partir de residuos madeireiros de demolicdo do
cedro-rosa (Cedrela odorata), jA demonstraram ser promissoras na busca de
metabdlitos secundarios, como verificado em estudo prévio do extrato hexanico
(NOGUEIRA, 2018). Ressalta-se a importancia do potencial biolégico e farmacoldgico
na area medica e agroflorestal, onde observou-se atividades antileishmania e
inseticida, entre outras (NOGUEIRA, 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a leishmaniose tegumentar
(LT) é classificada como uma das doencgas tropicais negligenciadas (DTNs) (BRASIL,
2010; PASSERO et al., 2021; OPAS, 2022). Esta doenca € causada por protozoarios
do género Leishmania. No Brasil, ha sete espécies de leishmanias envolvidas na
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ocorréncia de casos de LT. As mais importantes sdo: Leishmania (Leishmania)
amazonensis, L. (Viannia) guyanensis e L. (V.) braziliensis.

As LTs sao transmitidas ao ser humano pela picada das fémeas de
flebotomineos infectadas (BRASIL, 2023). Algumas substancias obtidas a partir
extrato metandlico de C. odorata foram submetidas a avaliagdo da inibicdo e
mortalidade contra as formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis,
apresentando viabilidade na area médica (NOGUEIRA et al., 2022).

Para avaliacdo do potencial na area agroflorestal utilizou-se como objeto de
estudo a Bemisia tabaci biotipo B. Conhecida como mosca-branca, que € um inseto
polifago que causa danos diretos e indiretos as plantas durante a alimentacdo de
ninfas e adultos (BALDIN et al., 2017). E amplamente distribuida em todo o mundo,
sendo considerada uma das pragas mais invasivas e resistentes aos inseticidas
comerciais (WILLIS, 2017; RODRIGUES e SILVA, 2018).

Dessa forma, encontrar plantas que possuam substancias téxicas que possam
combater naturalmente estes insetos tornou-se cada vez mais relevante como forma
de controle alternativo (EMILIE et al., 2015). Algumas substancias de C. odorata foram
testadas quanto a mortalidade frente as ninfas de B. tabaci.

Por tanto esta pesquisa teve como objetivo dar continuidade a investigacao
fitoquimica do extrato metandlico dos residuos madeireiros de C. odorata e realizar

ensaios biolégicos para avaliar as atividades antileishmania e inseticida.

14



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

v' Realizar a investigacdo fitoquimica e as atividades antileishmania e
inseticida das substancias obtidas a partir do extrato metandlico dos

residuos madeireiros de demolicéo de C. odorata L.

2.2 Especificos

v

Fracionar, identificar e/ou elucidar as substancias presentes no extrato
metandlico de C. odorata por meio de técnicas espectrométricas e

espectroscopicas;

Avaliar a eficacia das substancias presentes no extrato metanolico de C.
odorata quanto a atividade contra as formas promastigotas de Leishmania

(Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) guyanensis;
Investigar a atividade inseticida sobre ninfas da Bemisia tabaci Biétipo B.

Produzir uma microemulsdo para aplicacdo nos bioensaios.

15



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A biodiversidade brasileira

Uma das principais definicdes de biodiversidade que foi concebida durante a

convencao sobre a diversidade biologica na ECO-92 dizia o seguinte:

"A diversidade bioldgica significa a variabilidade de organismos vivos de
todas as origens, compreendendo, dentre outros, 0s ecossistemas terrestres,
marinhos e outros ecossistemas aquaticos e os complexos ecoldgicos de que
fazem parte; compreendendo ainda a diversidade dentro de espécies, entre

espécies e de ecossistemas" (MMA, 2000. p. 9).

O Brasil possui cerca de 8,5 milhdes de km2, o que lhe confere proporcdes
continentais. Ocupando quase a metade da América do Sul apresenta um tropico
umido na regido Norte, semi-arido no Nordeste e areas temperadas no Sul do pais
(MMA, 2023).

Segundo o MMA (2023) essa grande variacao climatica possibilita uma elevada
diversidade ecoldgica, produzindo biomas como a Floresta Amaz6nica, o Pantanal, o
Cerrado de savanas e bosques, a Caatinga de florestas semi-aridas, os campos dos
Pampas e a floresta tropical pluvial da Mata Atlantica, além de ecossistemas como
recifes de corais, dunas, manguezais, lagoas, estuarios e pantanos presentes em sua
costa marinha de aproximadamente 3,5 milhdes de kmz2.

Quando agrupados refletem na enorme riqueza da flora e da fauna brasileira
que se traduz em mais de 20% de todas as espécies conhecidas no planeta. Isso

eleva o Brasil ao posto de pais com maior biodiversidade global (MMA, 2023).

3.1.1 A diversidade da floresta amazonica

A Amazoénia legal brasileira corresponde ao maior bioma do Brasil e possui
cerca de 5 milhdes de km?, o que corresponde a 59% do territério nacional e 67% das
florestas tropicais do mundo, tendo aproximadamente 2.500 espécies de arvores que
produzem um terco de toda a madeira tropical do mundo, além disso tém cerca de 30
mil espécies de plantas das mais de 100 mil identificadas na América do Sul. Isso
torna a Amazonia legal a maior reserva de madeira tropical do planeta (IMAZON,
2013; MMA, 2023).
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A imponéncia da floresta amazénica ndo consegue esconder sua fragilidade,
pois, ela sobrevive a partir de seu préprio material organico, e esse delicado equilibrio
é extremamente sensivel e pode sofrer muitas interferéncias externas, que geralmente
sdo causadas pela acdo antropica e muitas vezes séo irreversiveis (MMA, 2023).

A Rede SIMEX composta pelos institutos IMAZON, IDESAM, IMAFLORA e ICV,
em pesquisa realizada entre agosto de 2020 e julho de 2021, mapeou por meio de
imagens de satélite cerca de 377 mil hectares que apresentaram indicios de extracao
de madeira na Amazonia. Conforme o estudo, 38% de toda essa area, ndo tinham
autorizacdo dos orgdos ambientais para efetuarem tais operacdes, ou seja, 142 mil

hectares com exploragdo madeireira ilegal (IMAZON, 2022).

3.2 A composic¢do da madeira

Por muito tempo a madeira tem sido utilizada em diversas atividades humanas
como matéria-prima para a construcdo civil, fabricacdo de embarcacfes, veiculos
terrestres e até mesmo como combustivel. Apesar da humanidade dispor de novos
materiais para tais finalidades, a madeira continua sendo uma importante fonte para
a economia mundial, pois ainda é utilizada em uma ampla gama de processos e
servigo, incluindo a industria de celulose e papel (KLOCK e ANDRADE, 2013,
IMAZON, 2022).

Segundo Panshin e Zeeuw (1970), todas as madeiras possuem as seguintes
caracteristicas: a) arranjos verticais e simétricos na direcdo radial, b) células
compostas por celulose, hemicelulose e lignina; c) anisotropicas; d) higroscopicas e,
e) susceptiveis ao ataque de organismos xil6fagos, além de serem inflamaveis,
especialmente quando secas.

A regido periférica do alburno, juntamente com a do tecido cambial, apresenta
coloracdo mais clara que a madeira de cerne, situado na regido mais interior do fuste
de uma arvore (Figura 1A) (MORESCHI, 2014).

Alguns dos produtos depositados no interior das células e das paredes
celulares, responsaveis pela diferenca de coloracdo da madeira (Figura 1B), podem
ser toxicos a agentes xil6fagos, os quais conferem a varias madeiras de coloracao
escura uma alta durabilidade em situa¢gdes de uso que favorecem a biodeterioracao
(MORESCHI, 2014; KLOCK et al., 2005).
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Embora com menor frequéncia, madeiras com cerne de coloracdo clara

também podem ser impregnadas com substancias que as protegem contra agentes

xiléfagos (MORESCHI, 2014).

|
il

Figura 1. Composicéo: A — cerne e albuno, B — diferentes cores de cerne. Fonte: Cobrire, 2017.

3.2.1 Constituintes quimicos da madeira

As propriedades tecnolégicas da madeira estdo intimamente ligadas aos seus
constituintes quimicos primarios e secundarios, isso é fundamental para definir a
forma mais adequada para sua utilizacdo, além de revelar sua resisténcia a ataques
de organismos xil6fagos (MORESCHI, 2014; SEVERO et al., 2006).

Os metabdlitos primarios sdo responsaveis pela morfologia e estrutura das
plantas (KLOCK et al., 2005). J& os secundarios, participam das interacdes de defesa
entre as células das plantas e agressores externos como ataques por agentes
causadores de doencgas, garantindo a sua sobrevivéncia (BRAZ-FILHO, 2010).

Uma diversidade de metabdlitos secundarios pode conferir cor e odor
caracteristicos para o extrato de cada espécie de planta. Tais metabdlitos podem vir
a sofrer alteracbes causadas por enzimas, produtos quimicos e radiacbes
eletromagnéticas, podendo aumentar ou diminuir seu potencial de defesa contra
ataques externos (KLOCK et al., 2005; FEIST e HON, 1984).

3.2.2 Os estudos fitoquimicos em residuos madeireiros

A maioria dos estudos quimicos de madeiras estdo relacionados aos
metabdlitos primarios. Estudos dos metabolitos secundarios ainda sdo escassos e se
concentram principalmente nas suas fungfes ecoldgicas, porém, sabe-se que podem

representar uma fonte de substancias farmacologicamente ativas (MELO, 2016).
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Esses estudos agregam valor as espécies avaliadas e auxiliam na busca de
novas aplicacdes, além de ampliar o conhecimento sobre o seu perfil quimico
(GRANATO et al., 2005).

Considerando que o aproveitamento dos residuos madeireiros seja uma
alternativa viavel para se estudar o perfil quimico de espécies da floresta amazonica,
deu-se inicio a uma investigacdo do género Cedrela (Meliaceae) o qual possui
diversas substancias reportadas na literatura, tais como triterpenos, limonoides,
esteroides, entre outros, que podem ser obtidos através dos residuos madeireiros
(NOGUEIRA et al., 2020).

3.3 Consideracdes botanicas

3.3.1 A familia Meliaceae

Pertencente a ordem Sapindales, a familia Meliaceae compreende 51 géneros
(Tabela 1) e 740 espécies, divididos em duas subfamilias: A Melioideae possuindo

37 géneros, e a Cedreloideae possuindo 14 géneros, do qual o mais representativo

€ o0 Cedrela. Estéo distribuidas por toda a regido Pantropical (Figura 2) (APG, 2023;
NOGUEIRA et al., 2020).
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Figura 2. Distribuig8o geogréfica da Familia Meliaceae (TROPICOS, 2023a).

Tabela 1. Géneros da familia Meliaceae (APG, 2023).

Aglaia Loureiro — M MeliaL.— M
Anthocarapa Pierre - M Munronia Wight - M
Aphanamixis Blume - M Naregamia Wight & Arnott - M
Astrotrichilia (Harms) Pennington - M Neobeguea J.-F. Leroy
Azadirachta A. Jussieu - M Neoguarea Koenen & J. J. de Wilde - M
Cabralea A. Jussieu - M Nymania Lindb. - M
Calodecaryia J.-F. Leroy - M Owenia F. Mueller - M
Capuronianthus J.-F. Leroy - C Pseudocedrela Harms - C
Carapa Aublet - C Pseudoclausena T. Clark - M
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Cedrela P. Browne - C Pterorhachis Harms - M

Chisocheton Blume - M Quivisianthe Baillon - M
Chukrasia A. Jussieu - C Reinwardtiodendron Koorders - M
Cipadessa Blume - M Ruagea H. Karst. - M
Dysoxylum Blume - M Sandoricum Cavanilles - M
Ekebergia Sparrmann - M Schmardaea H. Karsten - C
Entandrophragma C. E. C. Fischer - C Soymida A. Jussieu - C
Guarea F. Alleméao - M Sphaerosacme Royle - M
Heckeldora Pierre - M Swietenia Jacquin - C
Heynea Roxburgh - M Synoum A. Jussieu - M
Humbertioturraea J.-F. Leroy - M Toona (Endlicher) M. Roemer - C
Khaya A. Jussieu - C Trichilia P. Browne - M
Lansium Corréa - M Turraea L. - M
Lepidotrichilia (Harms) Pennington - M Turraeanthus Baillon - M
Lovoa Harms - C Vavaea Bentham & J. D. Hooker - M
Malleastrum (Baillon) J.-F. Leroy — M Walsura Roxburgh - M

Xylocarpus J. Koenig - C

Legenda: C = Cedreloideae, M = Melioideae

As madeiras de algumas espécies da familia Meliaceae foram muito exploradas
em todo o mundo, dentre ela as dos géneros Cedrela e Swietenia, utilizadas
principalmente na construcéo civil e na fabricacdo de moveis finos. Esse processo
levou ao esgotamento de muitas de suas populacdes naturais em diversas regides do
planeta (VASQUEZ-RUIZ et al., 2022; NOGUEIRA et al., 2020; O’'NEILL et al., 2001,
LAURANCE, 1999; VERISSIMO et al., 1998; KEAY 1996; MABBERLEY et al., 1995).

3.3.2 O género Cedrela

O género Cedrela P. Browne, apresenta 18 espécies compostas por arvores e
arbustos. Este género possui registros de diversas classes de substancias tais como:
acidos alifaticos, alcoois, tocoferol, flavonoides, esteroides, cumarinas, mono, sesqui,
triterpenos e tetranortriterpenos, entre outros (VASQUEZ-RUIZ et al., 2022;
NOGUEIRA et al., 2020). Tanto as substancias isoladas como os extratos do género
Cedrela apresentaram variada atividade biologica, onde as principais foram:
antioxidantes, antialimentar, inseticida, antimalarica, tripanocida, anticancer entre
outras (NOGUEIRA et al., 2020).

3.3.3 Cedrela odorata L.

Esta espécie é tipica das regibes neotropicais, encontradas em florestas
subtropicais, tropicais umidas e estacionais, desde a costa do México, através da
América Central e América do Sul, em terras baixas até altitudes serranas de 1200 m,

com seu limite sul ao redor da Argentina. Pode ser encontrada naturalmente em solos
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bem drenados, tolera larga temporada de seca, mas ndo suporta areas com
precipitacdes superiores a 3000 mm anuais (CERVI et al., 2008; PENNINGTON et al.,
1981).

A madeira dessa espécie é conhecida como "Spanish cedar” em varios paises,
e foi muito comercializada no mercado internacional de madeiras para uso em moéveis
de alto acabamento (FINCH et al., 2020; KLEIN, 1984). No Brasil € mais conhecida
como cedro, e foi muito explorada devido ao alto valor comercial (BACKES & IRGANG,
2010). Outros nomes populares séo cedro-rosa, cedro-vermelho, cedro-fémea, cedro-
cheiroso, cedro-branco, cedro-paraiso (FINCH et al., 2020; KLEIN, 1984). E
comumente encontrada na Amazobnia, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica. Sua
madeira foi e ainda € bastante utilizada na confeccdo de esculturas, instrumentos
musicais, construgao civil, carvao, carpintaria, marcenaria, chapas e compensados,
além de outras partes serem usadas para fabricacdo de 6leos, artesanato e mesmo
com fins medicinais (CARVALHO, 2010).

Possui 36 (trinta e seis) sinonimias botanicas (Tabela 2), aceitas pelo Missouri

Botanical Garden.

Tabela 2. Sinonimia na espécie C. odorata (TROPICOS, 2023b)

C. adenophylla Mart C. mourae C. DC.
C. brachystachya (C. DC.) C. DC C. odorata var. xerogeiton Rizzini & Heringer
C. brownii Loefl. C. palustris Handro
C brownii Loefl. ex Kuntze C. paraguariensis Matrt.
C. caldasana C. DC. C. paraguariensis var. brachystachya C. DC.
C. ciliolata S.F. Blake C. paraguariensis var. hassleri C. DC.
C. cubensis Bisse C. paraguariensis var. multijuga C. DC.
C. dugesii S. Watson C. rotunda S.F. Blake
C. glaziovii C. DC C. sintenisii C. DC
C. guianensis A. Juss C. velloziana M. Roem.
C. hassleri (C. DC.) C. DC. C. whitfordii S.F. Blake
C. huberi Ducke C. yucatana S.F. Blake
C. mexicana var. puberula C. DC. Surenus brownii Kuntze
C. occidentalis C. DC. & Rose S. glaziovii (C. DC.) Kuntze
C. imparipinnata C. DC. S. guianensis (A. Juss.) Kuntze
C. longipes S.F. Blake S. mexicana (M. Roem.) Kuntze
C. longipetiolulata Harms S. paraguariensis (Mart.) Kuntze
C. mexicana M. Roem. S. velloziana (M. Roem.) Kuntze

Estudos fitoquimicos realizados com diversas partes vegetativas de C. odorata,
demonstraram que tanto os limonoides quantos os triterpenos sdo 0os metabolitos

secundarios mais abundantes na espécie, porém ainda foram identificados acidos
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alifaticos, alcool, tocoferol, flavonoides, esteroides, cumarinas, mono e
sesquiterpenos (NOGUEIRA et al., 2020; VASQUEZ-RUIZ et al., 2022).

3.3.3.1 Acidos Alifaticos, Alcool e tocoferol em C. odorata

Um estudo realizado com o extrato hexanico de C. odorata produziu a mistura
de acidos graxos no qual foram identificados os acidos: estearico (1), oleico (2),
linoleico (3) e um &lcool graxo: n-octacosanol (4) (CAMPOS et al., 1991) além de
tocoferol conhecido por D-a-tocoferol (5) (MARISCAL-LUCERO et al., 2015).

Quadro 1. Acidos Alifaticos, Alcool e tocoferol encontrados em C. odorata

(0] 0 (0]
HO)LE{I/ HO)LM/\—/\L\H/J/ HO > o HO/\I\%/]/
(2)

1) ®) (4)

(0}

HO

®)

3.3.3.2 Flavonoides em C. odorata

Outras substéancias relatadas para C. odorata, foram os flavonoides conhecidos
como catequina (6) (*DE PAULA et al.,, 1997; MARISCAL-LUCERO et al., 2015),
luteolina (7) (RASHED, 2014) e um derivado do kaempferol glicosideo (8)
(MARISCAL-LUCERO et al., 2015).

Quadro 2. Estruturas dos flavonoides encontrados em C. odorata

OH O Glicosideo

(6) ) (8)

*Cedrela odorata enxertada em Toona ciliata var. australis

3.3.3.3 Monoterpenos em C. odorata

Varios monoterpenos séo reportados na literatura para C. odorata (Tabela 3),
eles sdo geralmente caracterizados a partir dos Oleos extraidos de diversas partes
vegetativas (NOGUEIRA et al., 2020).
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Tabela 3. Monoterpenos encontrados em C. odorata

SUBSTANCIAS REFERENCIAS

2-Pentilfurano (9) Asekun & Ekundayo, 1999

Acetato de bornila (10)

Limoneno (11) Asekun & Ekundayo, 1999; Ogunwande et al., 2005
a-Pineno (12)

B-Pineno (13) Ogunwande et al., 2005

a-Thujeno (14)
Sabineno (15)

Myrceno (16)
a-Felandreno (17)
p-Cimeno (18)
1,8-Cineolo (19)
Acetofenona (20)
y-Terpineno (21)
Hidrato de trans-sabineno(22)
Terpinoleno (23)
Linalool (24)
trans-Pinocarveol (25)
trans-Verbenol (26)
Terpinen-4-ol (27)
a-Terpineol (28)
Mirtenol (29)
trans-Piperitol (30)
Cuminaldeido (31)
Timol (32)

Acetato a-Terpinila (33)

Quadro 3. Estruturas dos monoterpenos encontrados em C. odorata

M@“ﬁﬂu@ Wy o R

(10) (12) (12) (13) (14) (15)
(16) a7 (18) (19) (20) (21) (22)
WOH oH OH
ﬁ e O e
N =
(23) (24) (25) (26) 27) (28) (29)
OH K OH o)
fepiNoallicaliont s
Ox
(30) (31) (32) (33)
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3.3.3.4 Sesquiterpenos em C. odorata

Na avaliagao dos constituintes volateis do 6leo essencial extraido de C. odorata

foram identificados como constituintes quimicos predominantes 0s sesquiterpenos
(Tabela 4) (NOGUEIRA et al., 2020).

Tabela 4. Sesquiterpenos encontrados em C. odorata

SUBSTANCIAS

REFERENCIAS

Cedrelanol (34)
Torreiol (35)
a-Muuroleno (36)
y-Muuroleno (37)
a-Copaeno (38)
a-Cubebeno (39)

B-Elemeno (40)
Guaiazuleno (41)
6-Elemeno (42)
(-)-6-Cadineno (43)
(+)-6-Cadineno (44)
(1R,4S)-Calameneno (45)

B-Cariofileno (46)

Aromadendreno (47)
a-Humuleno (48)

Germacreno D (49)
Germacreno A (50)
Biciclogermacreno (51)
B-Selineno (52)
B-Bisaboleno (53)
6-Cadineno (54)
Espatulenol (55)

Oxido de Cariofileno (56)
Globulol (57)
Viridiflorol (58)
a-llangeno (59)
B-Bourboneno (60)
a-Guaieno (61)
a-Himachaleno (62)
Seicheleno (63)

cis-4(14),5-Muuroladieno (64)

B-Camigreno (65)
y-Himachaleno (66)
a-Selineno (67)
7-epi-a-Selineno (68)
y-Cadineno (69)
Germanecreno B (70)
Elemol (71)

Oxido de Humuleno (72)
1-epi-Cubenol (73)
epi-a-Muurolol (74)
Selin-11-en-4-a-ol (75)
Cedranodiol (76)
Cembreno A (77)
B-Funebreno (78)
a-Santaleno (79)

Alderweireldt et al., 1961; Smolders et al., 1964; Smolders et al., 1967
Campos et al., 1991

Campos et al., 1991; Maia et al., 2000

Campos et al., 1991

Campos et al., 1991; Asekun & Ekundayo, 1999; Maia et al., 2000

Campos et al., 1991; Asekun & Ekundayo, 1999; Ogunwande et al., 2005; Maia
et al., 2000

Campos et al., 1991; Mariscal-Lucero et al., 2015; Asekun & Ekundayo, 1999;
Campos et al., 1991

Ogunwande et al., 2005; Konig et al., 1994

Koénig et al., 1994

Campos et al., 1991; *De-Paula et al., 1997; *Da-Silva et al., 1999; Kdnig et al.,
1994

Mariscal-Lucero et al., 2015; Asekun & Ekundayo, 1999; Ogunwande et al.,
2005; Maia et al., 2000

Mariscal-Lucero et al., 2015; Ogunwande et al., 2005; Maia et al., 2000
Mariscal-Lucero et al., 2015; Asekun & Ekundayo, 1999; Ogunwande et al.,
2005; Maia et al., 2000

Ogunwande et al., 2005; Maia et al., 2000

Maia et al., 2000

Asekun & Ekundayo, 1999

Asekun & Ekundayo, 1999; Ogunwande et al., 2005; Maia et al., 2000
Ogunwande et al., 2005; Maia et al., 2000

Asekun & Ekundayo, 1999; Ogunwande et al., 2005; Maia et al., 2000
Ogunwande et al., 2005

Maia et al., 2000

Ogunwande et al., 2005; Maia et al., 2000

Maia et al., 2000

Mariscal-Lucero et al., 2015; Ogunwande et al., 2005; Maia et al., 2000
Asekun & Ekundayo, 1999; Maia et al., 2000

Ogunwande et al., 2005; Maia et al., 2000

Asekun & Ekundayo, 1999; Maia et al., 2000

Maia et al., 2000

Asekun & Ekundayo, 1999
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Z-a-Bergamoteno (80)
epi-B-Santeleno (81)
Amorfa-4,11-dieno (82)
B-Acoradieno (83)
Isobiciclogermanecreno (84)
E-B-bergamota (85)
y-Humuleno (86)
B-alaskeno (87)

Mintsulfido (88)
14-oxi-a-muuroleno (89)
Isoledeno (90) Ogunwande et al., 2005
llanga-2,4(15)-dieno (91)
PaciFigorgia-2,10-dieno (92)
Sesquisabineno (93)
(E)-B-Farneseno (94)
alo-aromadendreno (95)
ar-curcumeno (96)
Zingibereno (97)
B-sesquifelandreno (98)
Cadina-1,4-dieno (99)
a-Calacoreno (100)
(E)-Nerolidol (101)

Alismol (102)

ar-turmerono (103)
(E)-a-atlantono (104)

7-hidréxicalameneno (105) *Da Silva et al., 1999
5-hidréxicalameneno (106)
Cadaleno (107) Nogueira, 2018

*Cedrela odorata enxertada em Toona ciliata var. australis

Quadro 4. Estruturas dos sesquiterpenos encontrados em C. odorata
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3.3.3.5 Triterpenos em C. odorata

Os triterpenos encontrados em C. odorata (Tabela 5) possuem esqueletos dos
tipos oleanano, tirucalano e cicloartanos (VASQUEZ-RUIZ et al., 2022; NOGUEIRA et
al., 2020). Em estudos prévios com os tirucalanos: odoratol, penteol e iso-odoratol
foram observadas atividades tripanocidas in vitro, para a forma tripomastigota de
Trypanosoma cruzi (LEITE et al., 2008). O odoratol, também, demonstrou atividade
antitumoral humana de cancer de pulmao (NCI-H460) (CAZAL et al., 2010).

Para o cicloeucalenol observou-se a partir de ensiaios in vitro, atividades
antimicrobiana e citotéxica em células cancerigenas do figado humano (HepG2)
(KANDASAMY et al., 2015). O cicloeucalenol também mostrou atividade antioxidante
multifuncional (KANDASAMY et al., 2014) e, ao ser misturado com o lupeol produziu
atividade hipoglicémica (RAGASA et al., 2015).

Tabela 5. Triterpenos encontrados em C. odorata

SUBSTANCIAS REFERENCIAS

Odoratona (108) *Da Silva et al., 1999; Chan et al., 1967; Chan et al., 1968;
Chan et al., 1972; Wan et al., 2018; Connolly et al., 1968

Odoratol (109) *Da Silva et al., 1999; Chan et al., 1967; Chan et al., 1968;
Connolly et al., 1968

Iso-odoratol (110) *Da Silva et al., 1999; Chan et al., 1968; Connolly et al.,
1968

Pentaol (111) Campos et al., 1991; *Da Silva et al., 1999; Connolly &
Handa, 1969
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Acido oleanonico (112) Campos et al., 1991

Acido oleanolico (113) Rashed, 2014
Acido ursolico (114)

Cedrelosina C (115) Chini et al., 2016
Cedrelosina D (116)

Piscidinal A (117) Wu et al., 2014

Hispidol A (118)

25-metoxihispidol A (119)

Sapelina F (120)

Cedrodorol A (121)

Cedrodorol B (122)

Sapelina B (123)

21a-metilmelianodiol (124)

Altissimanina A (125)

3-0xo-treo-23,24,25-triidroxitirucal-7-ona (126) Campos et al., 1991
Cicloartenol (127) *Da Silva et al., 1999
24-metilenocicloartan-36-ol (128)

Cicloartenona (129)

24-metilenocicloartan-3-one (130)

Tirucalol (131)

22¢-hidréxitirucala-7,24-dien-3,23-diona (132)
22¢,3a-hidroxitirucala-7,24-dien-23-ona (133)

22¢,3B-hidroxitirucala-7, 24-dien-23-ona (134)

Cicloeucalenol (135) *de Paula et al., 1997; *Da Silva et al., 1999
3B-0-B-D-glucopiranosilcicloeucalenol (136)
36-0-(20,30,40,60-Tetra-O-acetil-B-d- *de Paula et al., 1997

glucopiranosil)-cicloeucalenol (137)
*Cedrela odorata enxertada em Toona ciliata var. australis

Quadro 5. Estruturas dos triterpenos encontrados em C. odorata

Ry

(108) R1=0; R2=B-OH (111) \(112) Ri=0
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(126) (127)R=0 ///(128) R=0
(120)R=pOH _ (130) R = BOH

(131) (132) R=0 (iss) R = OH

(133) R = aOH (136) R = -D-Glucopyranosy!
(134) R = BOH (137) R = -D-Glucopyranosyl (OAc)

3.3.3.6 Esteroides em C. odorata

Os esteroides reportados na literatura para C. odorata (Tabela 3) sé&o
comumente encontrados no reino vegetal, porém os esteroides do tipo 24-metileno
colesterol (140 e 141) sdo menos comuns (CAMPOS et al., 1991) bem como os do
tipo pregnano (138 e 139) (CHINI et al., 2016)
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Tabela 6. Esteroides encontrados em C. odorata

SUBSTANCIAS REFERENCIAS
2a,3a,20-tri-hidroxi-168-acetoxi-20(R) pregnano ( 138 ) Chini et al., 2016
23,3B-Di-hidréxipregnan-16-ona ( 139)
3B-0O-B-D-glucopiranosil-24-metilenocolesterol ( 140 ) Campos et al., 1991

3B-0O-B-D-tetra-O-acetilglucopiranosil-24-

metilenocolesterol (141)

B-sitosterol (142) Campos et al., 1991; *de Paula et al., 1997
estigmasterol (143) *de Paula et al., 1997

campesterol (144)

*Cedrela odorata enxertada em Toona ciliata var. australis

Quadro 6. Estrutura dos esteroides encontrados em C. odorata

Ry
Ro
HO////,, OR
N (o]
RO
W RO R O HO!

HO"

(138) R1 = OH; R> = OAc (140) R = H (142) R: = Et
(139) Ri=H;R2= 0O (141) R = Ac (143) Ry = Et; A2
(144) R1 = Me

3.3.3.7 Limonoides em madeira de C. odorata

A palavra “limonoides” teve origem a partir do sabor amargo do limao comum
nas frutas citricas. Estruturalmente, sdo formados pela perda de quatro carbonos
terminais da cadeia lateral do esqueleto dos apotirucalanos ou apoeufanos, que apés
sofrer ciclizacdo originam o anel 17B-furano e por isso sdo conhecidos como
tetranortriterpenoides (TAN & LUO, 2011). Provindos do esteroide 4,4,8-trimetil-17-
furanil que é precursor do apotirucalol e do apoeufol que seguem a rota biossintética
do acetato-mevalonato (TAN & LUO, 2011; ZHANG & XU, 2017; NOGUEIRA et al.,
2020).

Os limonoides sao classificados de acordo com a composi¢cdo de seus anéis
em: limonoides com anel intacto, limonoides com anel seco, limonoides degradados e
limonoides altamente modificados por oxidagdo (TAN & LUO, 2011; ZHANG & XU,
2017).

O processo de oxidacéo e rearranjos (Quadro 07) podem levar os limonoides
encontrados em C. odorata (Tabela 7) que possuem anéis intactos a sofrerem
modifica¢des, formando substancias com anéis A-seco, A,D-seco, B,D-seco, D-seco
e A-degradado B,D-seco (CHAMPAGNE et al., 1992; FANG et al., 2011; NOGUEIRA

et al., 2020; VASQUEZ-RUIZ et al., 2022).
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Quadro 7. Classificacao dos limonoides encontrados em C. odorata

2

Tirucalano/ Eufano

Epoxidagao

Formagéo do anel

furano

Apotirucalol/ Apoeufol

(protolimonoides)

A-degradado B,D-seco
DEGRADADO

D-seco
GEDUNINA

K

% A-seco

EVOLUDONA

A-D intactos
HEVENENSINA

1
]
i
1
1
1
]

S g

", A-D intactos

DELEVOYINA

MeOOC

(@] o, ",

i,
B,D-seco i,

ANDIROBINA

B,D-seco

MEXICANOLIDA

Tabela 7. Classificagdo dos limonoides encontrados em C. odorata

A,D-seco
OBACUNOL

. ANEIS
CLASSE/ANEIS TIPO/ LIMONOIDES A B C D
A-D intactos Delevoyina i [ [T
Havenensina i i i i
A-degradado B-D-seco Degradado - - i i
A-seco Neotecleanina Y i i i
Evoludona ii i i i
A,D-seco Obacunol ii i i ii
B,D-seco Andirobina i iv i ii
Mexicanolida i Y i ii
D-seco Gedunina i i i ii

i-intacto. ii-lactona. iii-expandido. iv-aberto

. v-reciclizado.

31



Os limonoides encontrados C. odorata (Tabela 8) sédo frequentemente

reportados como: inseticida natural, principalmente para Lepidoptera (CHAMPAGNE
et al., 1992; ARNASON et al., 1993; OMAR et al., 2007; NOGUEIRA et al., 2020),
como antimalérico para Plasmodium falciparum (MACKINNON et al., 1997; LAKSHMI

et al., 2012), antitumoral humano de cancer de pulméo em células NCI-H460 (CAZAL
et al., 2010) e de ovario em células SKOV3 e OVCAR4 (KAMATH et al., 2009).

Também foram observadas atividades, anti-Ulcera péptica (LAKSHMI et al., 2010) e

antifilarial humana (Brugia malayi) em hopedeiros vertebrados (MISRA et al., 2011).

Ja demonstraram atividade antiprotozoaria in vitro para Leishmania donovani,

Trypanosoma brucei rhodesiense, T. cruzi e P. falciparum (HAY et al., 2007).

Tabela 8. Limonoides encontrados em C. odorata

SUBSTANCIAS

REFERENCIAS

Odoratina (145)
Cedrelanolideo | (146)

(38,130a,14,158,17a)-14,15:21,23-diepoxi-3,6-dihidroxi-4,4,8-
trimetil-24-norchola-11,20,22-trieno-7- ona (147)

azadiradiona (148)
20,21,22,23-tetrahidro-23-oxoazadirona (149)
Kihadalactona A (150)
7a-11p—diacetoxidihidronomilina (151)

Acetato de 11B-acetoxiobacunil (152)
11B-acetoxiobacunol (153)

118,19-diacetoxi-1-desacetil-1-Epidihidronomilina (154)

7-acetildihidronomilina (155)
7-acetil-116-acetoxidihidronomilina (156)
Odoralide (157)

Delevoiina D (158)

23-(R)-fotogedunina (159)
23-(S)-fotogedunina (160)
23-(R)-acetato de fotogedunina (161)
23-(S)- acetato de fotogedunina (162)
7-desacetilgedunina (163)
7-desacetoxi-7-oxogedunina (164)

Gedunina (165)

la-metdxi-1,2-dihidrogedunina (166)
Toosendanina (167)

Febrifugina (168)
3B-desacetilfissinolida (169)
6-hidroxicarapina (170)
mexicanolida (171)

6—desoxiswietenolida (172)
3B,6a-hidréximexicanolida (173)
Cedrodorina (174)
6-acetoxicedrodorina (175)

Chan et al., 1972
Céspedes et al., 2000
El-Shamy et al., 1988

*De Paula et al., 1997; *Da Silva et al., 1999

Chini et al., 2016

El-Shamy et al., 1988; Marcelle & Mootoo,
1981

Kipassa et al., 2008

Kipassa et al., 2008; Chini et al., 2016

Kipassa et al., 2008

Chini et al., 2016

Céspedes et al., 2000; Céspedes et al., 1999;
Burke et al., 1969; *Da Silva et al., 1999

*De Paula et al., 1997; *Da Silva et al., 1999
Bevan et al., 1965; Chan et al., 1967; *De
Paula et al., 1997; *Da Silva et al., 1999
Chan et al., 1967; Burke et al., 1969; Campos
et al., 1991; *De Paula et al., 1997; *Da Silva
et al., 1999; Mackinnon et al., 1997
Céspedes et al., 2000

*De Paula et al., 1997; *Da Silva et al., 1999
Céspedes et al., 2000

De Paula et al., 1997; *Da Silva et al., 1999

Connolly & Handa, 1969

Bevan et al., 1963; Adeoye et al., 1965; Sanni
et al., 1987; Okorie & Taylor, 1968; Veitch et
al., 1999; Connolly et al., 1965

Connolly et al., 1965

Veitch et al., 1999
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6-desoxi-9a-hidroxicedrodorina (176)
9a-hidréxicedrodorina (177)
8B,14a-dihidroswietenolida (178)
3B-hidroxidihidrocarapina (179)
3B,6-dihidroxidihidrocarapina (180)
Swietenolida (181)

Xilocensina K (182)

Andirobina (183)

Metilangolensato (184)

Cedrelosina A (185)
11B8,7a-limonol-diacetato (186)
7a-limonilacetato (187)
Limonol (188)

Cedrelosina B (189)
Cedrelosina C (190)
Cedrelosina D (191)
Cedrelosina E (192)

1a-metdxi-1,2-dihidroepoxiazadiradiona (193)

desoxicedrelona (194)

7-deoxo-7a,11B-diacetoxikihadanina A (195)

1,2-dihidro-7-deoxo-1a,7a,11B-triacetoxikihadanina A (196)

cedrelosina F (197)
11B-acetoxilimonol (198)
11B-acetoxicedrelosina B (199)

Kipassa et al., 2008
Kipassa et al., 2008; Chini et al., 2016

Kipassa et al., 2008
Okorie & Taylor, 1968

Chan et al., 1967; Chan et al.,, 1968; *De

Paula et al., 1997; *Da Silva et al., 1999

Chini et al., 2016

*De Paula et al., 1997
Campos et al., 1991.
Bellone et al., 2021.

*Cedrela odorata enxertada em Toona ciliata var. australis

Quadro 7. Estrutura dos limonoides encontrados em C. odorata

(145)

(148)

(149)
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(151) R1 = a-OAc; R2 = H; Rs = Rs= OAc
(152) R1 = R2 = H; R3 = R4 = OAc; A2
(153) R1 = R2 = H; R3 = OAc; R4 = H; Al?
(154) R1 =4-OAc; R2 = Rz = OAc; Ra = OH
(155) R1 = a-OAc; R2 = R3 = H; Ra= OAcC
(156) R1 = a-OAC; R2 = H; R3 = R4= OAC

"OAc

/(159) R1 = SOAc (163) R
(160) R1 = a-OAc (164) R
(161) Ry = S-OH (165) R

(162) R1 = o-OH

(158)

(168) R1 = R3 = H; R2 = -Otig; A%*°
(169) R1 = Rz = H; R2 = S-OH; A%!#

(170) R1 = OH; R2 = =0; Rz = H; A%15
(171) R1 = fH; R2 ==0; Rz = H; A%!
(172) R1 = H; R2 = f#OH; Rz = H; A%
(173) R1 = f-OH; R2 = =0; Rz = H; A1
(174) R1 = R2 = f-OH; Rs = H; A1413
(175) R1 = R2 = f-OH; Rs = H; A%

(176) R1 = fH; R2 = fOH; Rz = H; A1
(177) R1 = f-H; R2 = B-OAc; Rz = H; A'%13
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(179) R1=0OH; R2=H

(180) R1 = OAc; R2=H

(181) R1 =H; R2=0OH

(182) R1 = R2=OH
MeQ,
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(186) R1 = Ac; R2 = OAc (189) (190) R1=H
(187) Rt=Ac; R2=H (191) R1 = Ac

(188) R1i=Rz=H

(193) (194)

(192)

OH

OH
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(195) R1 = H; A2 (197) (198)
(196) R1 = OAC

(199)

Segundo Gonzalez-Coloma et al.,, (2012), os extratos de C. odorata
apresentaram atividade leishmanicida e tripanocida, indicando que o0 mesmo pode vir
a ser utilizado no tratamento das Ulceras cutaneas causadas pelo parasito L. infantum.
Outros estudos apontam o uso de C. odorata como um valioso recurso no tratamento
das leishmanioses na medicina popular (GUPTA et al.,, 2005; KVIST et al., 2006;
ODONNE et al., 2009; GACHET et al., 2010; VASQUEZ-OCMIN et al., 2018;
PASSERO et al., 2021).

3.4 Leishmanioses

As leishmanioses fazem parte de um grupo de doencas tropicais
negligenciadas (DTNs) que afetam populacBes de regides tropicais, bem como 0s
paises subdesenvolvidos da Africa, Asia, América Latina e Oceania (HERRICKS et
al., 2017; WHO, 2010).

As DTNs sdo consideradas um problema de saude publica a nivel mundial
(VALVERDE, 2013). A leishmaniose tegumentar (LT) esta no ranking das seis
principais DTNs, com mais de 12 milhdes de pessoas infectadas, tendo mais de 0,9
milhdo de casos novos por ano e cerca de 30 mil dbitos (SES-MS, 2023). No periodo
de 2001 a 2021, 17 paises da regido notificaram a OPAS 1.105.545 casos de LT, com

uma média de 52.645 casos/ano (OPAS, 2022; 2023). Dentre os paises com maior
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namero de casos, estéo a india, o Sud&o, o Brasil, a Etiopia e a Somalia (OPAS, 2022;
2023; SES-MS, 2023). No Brasil, grande parte dos registros ocorrem no meio rural
(DRUMOND, 2022).

A LT, afeta a pele e as mucosas. Segundo a OPAS (2022) em média 16 mil
pessoas/ano foram notificadas com LT no Brasil entre 2019 e 2021, tendo maior
incidéncia nas regides Norte, Centro-Oeste e Nordeste. No periodo de 2010 a 2019
foram notificados 17.187 casos de LT para 60 dos 62 municipios do Estado do
Amazonas (CARVALHO et al., 2021). Manaus (6.954), Presidente Figueiredo (1.618)
e Rio Preto da Eva (1.378), juntos notificaram 9.950 (57,89%) dos casos acumulados.
Desse total 16.610 (96,6%) se manifestaram na forma cutanea; recidiva representou
677 (3,9%) dos casos (CARVALHO et al., 2021).

3.4.1 O género Leishmania, transmissdo e aspectos gerais

O protozoario do género Leishmania foi descrito pela primeira vez em 1903, por
Leishman e Donovan (ROSS, 1903). Esses protozoarios sdo transmitidos geralmente
a noite pela picada de insetos fémeas de flebotomineos infectadas, conhecidos como
mosquito palha, tatuquira, birigui, etc. (BRASIL, 2017; DRUMOND, 2022; OPAS,
2023).

Esses parasitos possuem duas distintas morfologias: a forma promastigota
(Figura 3A), quando ele esté livre no interior do trato intestinal do inseto infectado e
possuem flagelo; a forma amastigota (Figura 3B), se caracteriza pela auséncia do
flagelo e habita o interior das células fagociticas mononucleares dos hospedeiros
vertebrados (LAINSON, 1985; DOSTALOVA & VOLF, 2012; JENSEN, 2020)

o
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&
4
A g~ /® W\ B AR i

Figura 3. Formas promastigota (A) e amastigota (B) de Leishmania sp.; (C) flebétomo fémea
Fonte: www.medicina.ufmg.br; alfa.socialappscloud.com.; www.dermatologiaesaude.com.br

3.4.1.1 Ciclo de vida

O ciclo biolégico (Figura 4) se inicia com o repasto sanguineo realizado pelas

fémeas infectadas (Figura 3C), que inoculam junto com sua saliva as formas
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promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro vertebrado, onde séo fagocitados
e infectam preferencialmente os macréfagos (SCHLEIN, 1993; RITTIG & BOGDAN,
2000). Ja no interior das células, se transformam em amastigotas, que se multiplicam
por divisdo binaria até o rompimento das células e infectam as células vizinhas. Os
fleb6tomos fémeas néo infectados, ao ingerir o sangue do hospedeiro vertebrado
infectado, iniciam o processo de metaciclogénese no interior do intestino do vetor, que
finaliza com a forma promastigota na porgéo anterior do aparelho digestivo do inseto,
tornando-as aptas a causar a infec¢do no hospedeiro mamifero, reiniciando um novo
ciclo (LAINSON & SHAW, 1978; LIPOLDOVA & DEMANT, 2006; JENSEN, 2020;
OPAS, 2023)

Flebotomineos injetam promastigotas Promastigotas sdo fagocitadas por

na pele durante o repasto sanguineo. neutrdfilos que sdo rapidamente recrutados

*Estagio de infecgao para o local da picada

Promastigotas se dividem e :
migram para o intestino médio //-' " .
sfilos infectados liber:
./,/' . Neutrdfilos infectados liberam os
(. /a' “a parasitas, que sao entao fagocitados

- pelos macréfagos

) Estagio no Humano O
Estagio no Flebétomo Vi \
Amastigotas se transformam em . ;

(
promastigotas no intestino { “
v A\ “_ Promastigotas se transformam
\ { \ em amastigotas dentro dos
v i @ macrofagos

Ingestao de células parasitadas Flebotomineo Fémea se alimentam Amastigotas se multiplicam nas células
de sangue e macréfagos infectados (incluindo macréfagos) de vdrios tecidos.
com amastigotas *Estagio diagnostico

Figura 4. Ciclo de vida do parasita Leishmania sp. Fonte: Jensen (2020)

3.4.1.2 Leishmania ssp.

O Brasil possui sete espécies de Leishmania (Tabela 9) causadoras das LTs,
seis delas pertencem ao subgénero Viannia e uma ao subgénero Leishmania (OPAS,
2023). Cada espécie possui caracteristicas peculiares nas manifestacdes clinicas,
vetores, resposta imune em resposta a infec¢éo e a resposta terapéutica (SILVEIRA
et al., 2004; VALE & FURTADO, 2005; OPAS, 2023).

Das espécies encontradas no Brasil, apenas quatro sdo encontradas no Estado
do Amazonas: L. guyanensis, L. amazonensis, L. braziliensis, L. naiffi e, sendo a

primeira com maiores indices de prevaléncia (BENICIO et al., 2015).

38



Tabela 9. Leishmania ssp. causadores de LT no Brasil

ESPECIE FORMA CLINICA VETORES
L. (V.) guyanensis LCelLM Lu. umbratilis (Ny. umbratilis); Lu. anduzei (Ny. anduzei);
Lu. whitmani (Ny. Whitmanii)
L. (L.) amazonensis LC e LCD* Lu. flaviscutellata (Bi. flaviscutellata); Lu. longipalpis (Lu.
[Lut.] longipalpis)
L. (V.) braziliensis LCelLM Lu. whitmani (Ny. whitmani); Lu. intermedia (Ny.

intermedia); Lu. wellcomei (Ps. wellcomei); Lu. complexa
(Ps. complexus); Lu. neivai (Ny. neivai); Lu. edwardsi (Ev.
edwardsi); Lu. migonei (Mg. [Mig.] migonei)

L. (V.) lainsoni LC Lu. ubiquitalis (Th. ubiquitalis)
L. (V.) shawi LC Lu. whitmani (Ny. whitmani)
L. (V.) naiff LC Lu. squamiventris (Ps. squamiventris); Lu. paraenses (Ps.

paraenses); Lu. amazonensis (Ps. amazonensis); Lu.
ayrozai (Ps. ayrozai)
L. (V.) lindenbergi LC Desconocido

LC — leishmaniose cuténea; LM — leishmaniose mucocutanea; LCD — leishmaniose cutanea difusa. (L.)
= Leishmania; (V.) = Viannia. Fonte: Silveira et al. (2004).; OPAS (2023).

3.4.1.3 Aspectos clinicos, diagnosticos e tratamentos

A LC (Figura 5A) é a forma clinica mais comum em pacientes acometidos e
também a mais branda entre os tipos de LTs, porém ela pode se agravar, se
difundindo por todas as regides corporais dando origem a LCD (Figura 5C) (BRASIL,
2017; OPAS, 2023). A LM (Figura 5B) se caracteriza por lesdes agressivas na regiao

da nasofaringe (MOTA & MIRANDA, 2011; SILVEIRA et al., 2004).

T ——

Figura 5. Formas clinicas (A) lesdo cuténea-LC; (B) lesdo mucosa-LM; (C) lesdo cutanea difusa-LCD.
Fonte: www.saberatualizado.com.br/; https://moodle.unasus.gov.br/; https://www.arca.fiocruz.br/

Para realizar o diagnéstico das LTs, deve-se levar em consideracdo o0s
aspectos epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais (como pesquisa parasitolégica ou
imunoldgica), e normalmente € necesséria a associagdo de alguns desses métodos
para se chegar a um diagnéstico confiavel (GONTIJO & CARVALHO, 2003; SES-MS,
2023).
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O tratamento das LTs constitui um grande desafio, pois, h4 uma enorme
complexidade das formas clinicas, somados a uma via de administracdo invasiva e
inUmeras reacdes adversas. Além de ndo possuir vacinas ou quaisquer outros
farmacos como medidas profilaticas (CHARLTON et al., 2017; FERREIRA et al., 2012;
ZULFIQAR et al.,, 2017). Os primeiros farmacos adotados como terapia para o
tratamento das leishmanioses foram os antimoniais pentavalentes e em seguida veio
0 uso da anfotericina B, pentamidina, pentoxifilina e miltefosina (Quadro 8), que ainda
estdo dentro do protocolo terapéutico indicado pelo Ministério da Saude (BRASIL,
2017; SES-MS, 2023).

Quadro 8. Estrutura dos farmacos empregados no tratamento das LTs

Anfotericina B

HO NH,

Antiminiato de meglumina M
e

NH,

o Me

/

RN P O)\/\/\NJIN
o)\r? ‘ N/>

Isetionato de pentamidina Pentoxifilina Me

Miltefosina

O antimoniato de meglumina, € uma das drogas de primeira escolha
padronizada no Brasil. Porém, o protocolo terapéutico passou por alteracbes, para
considerar as espécies de Leishmania circulante por regido e a resposta ao
tratamento. Dessa forma, pode-se escolher entre o antimoniato ou anfotericina B
lipossomal devido se aplicar para quase todas espécies circulantes no pais, exceto
pacientes acometidos com L. guyanensis, onde € indicado isetionato de pentamidina
(BRASIL, 2017; SES-MS, 2023).

Ainda que tais medicamentos preconizados demonstrem eficacia relativa ao
tratamento das LTs, 0 seu custo é elevado, o que pode vir a dificultar seu acesso para
os enfermos, no Brasil eles estdo disponiveis no SUS, pois constam na relacdo
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nacional de medicamentos essenciais - RENAME (NAGLE et al., 2014; ANVISA, 2020;
SES-MS, 2023). Ainda assim, faz-se necessario a investigacdo por alternativas
terapéuticas para um tratamento com maior eficacia, menores custos e efeitos
colaterais reduzidos (JENSEN, 2020)

3.4.1.4 Tratamentos alternativos

A avaliagéo do potencial antileishmania por meio da combinagéo de farmacos
com produtos naturais, como por exemplo, a associacdo da anfotericina B com 6leo
essencial de prépolis, demonstrou-se bastante eficiente pela sua acao sinérgica,
guando comparado com o tratamento convencional da anfotericina B em monoterapia
(JIHENE et al., 2020). Outro estudo que mostrou potencial antiparasitario é o da
avaliagdo da anfotericina B associada ao extrato de folhas de Moringa oleifera
otimizando a sua atividade terapéutica (HAMMI et al., 2019).

Os extratos vegetativos também tem demonstrado importantes resultados
leishmanicida contra a forma promastigota in vitro, a exemplo do estudo recente
realizado por Nogueira et al. (2022) que demonstrou elevada taxa de mortalidade e
inibicdo de crescimento, para 0s extratos hexanico e metandlico de C. odorata, contra
L. amazonensis e L. guyanensis.

Outra forma terapéutica para tratar as LTs, envolve o isolamento de
substancias como por exemplo a flavona apigenina, um flavonoide encontrado em
frutas e vegetais, o qual apresentou efeito leishmanicida contra a forma amastigota de
L. amazonensis em macréfagos e demonstrou ser eficaz no tratamento de
camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis atraveés da administragdo oral
(FONSECA-SILVA et al., 2016).

A propria OMS reconhece que essa alternativa pode auxiliar no
desenvolvimento de novos medicamentos de origem natural (WHO, 2010).

Seguindo essa proposta, uma formulacao tépica por microemulsao da fracédo
DCM de L. ferrea, foi eficaz no controle da progresséo e volume das lesées em
hamsters infectados com L. amazonensis, um controle moderado do infiltrado
inflamatoério quando avaliado pela histopatologia e uma reducdo da carga parasitaria.
O grupo de animais tratados com formulagédo, ndo apresentou diferenca estatistica
dos individuos tratados com o Glucantime® pela via parenteral. Essa constatacéo foi
vantajosa, uma vez que a microemulséo ndo tem administragéo invasiva e dolorosa

ao paciente (JENSEN, 2020).
41



Limonoides presentes em C. odorata, testados como antimalaricos e

tripanocidas demonstraram 6timo potencial antiparasitario (NOGUEIRA et al., 2020).

3.5 Bemisia tabaci

A Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) bi6tipo B, € um
inseto polifago que causa danos diretos e indiretos as plantacdes de diversas
espécies de interesse comercial, pois se alimentam da seiva durante seus estagios

de ninfas e sua vida adulta (BALDIN et al., 2017). Conhecida popularmente como

mosca-branca (Figura 6) € um inseto fitofago sugador de seiva (BERNARDINO et al.,
2019).

Figura 6. B. tabaci (mosca-branca). Fonte: Nogueira (2023)

E considerada a segunda praga mais difundida e economicamente importante
do mundo, possui relatos de resisténcia a 56 inseticidas diferentes, em 165 paises
(WILLIS, 2017).

Medindo cerca de 1 a 2 mm de comprimento por 0,36 a 0,51 mm de largura,
com dorso amarelo-pélido e asas brancas (SOUZA & VENDRAMIM, 2000) as fémeas
ovipde aproximadamente de 100 a 300 ovos durante seu ciclo de vida (BROWN &
BIRD, 1992).

Ao sugar a seiva, as ninfas reduzem o vigor da planta que somado a deposi¢éo
de excremento agucarado (honeydew) favorece a ocorréncia da fumagina
(Capnodium sp) (INBAR & GERLING, 2008; NARANJO & LEGG, 2010).

O principal dano causado as plantacfes esta relacionado a transmissao de
fitovirus que causam nanismo severo, enrolamento das folhas, intensa clorose e
diminuicdo da producéo (HAJI et al., 2004; POLSTON et al., 2014).

Por ser uma praga de dificil controle, devido a sua plasticidade genética pode
rapidamente desenvolver resisténcia a inseticidas de diferentes grupos quimicos
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(LOURENCAO et al., 2015), de modo que extratos de plantas com propriedades
toxicas a esta praga, sao alvo de pesquisas em busca de um controle alternativo que
atue em conjunto ao manejo integrado de pragas (EMILIE et al., 2015; ROCHA &
SuJll, 2019).

Muitas familias botanicas possuem plantas Inseticidas atestadas
cientificamente (CHATROU et al., 2012), e apesar de sua grande diversidade, a
quantidade de estudos destas plantas visando o controle de insetos pragas ainda é
baixo, provavelmente devido a descoberta de suas propriedades inseticidas serem
relativamente “recentes” (KRINSKI et al., 2014).

E de conhecimento cientifico que a familia Meliaceae é uma das maiores
produtoras de meliacinas, as quais diversas foram investigados por seu potencial
inseticida (NOGUEIRA et al., 2020)

3.5 Sistema microemulsionado

O estudo dos sistemas microemulsionados tem sido realizado principalmente
para direcionar e controlar a liberagcdo de farmacos (SAKATA et al., 2007).

As microemulsdes sdo definidas como um sistema nanoestruturado
termodinamicamente estavel, isotropicas e transparentes ou translicidas, nas quais a
fase oleosa esta dispersa num meio aquoso ou fase aquosa no meio oleoso, composta
por um tensoativo, associado ou ndo a um co-tensoativo apropriado, gerando uma
interface 6leo/dgua e apresentando goticulas com tamanho menor que 100 nm.
Comparada com a nanoemulsdo, a microemulsdo possui uma escala de goticula bem
menor, e as substancias ativas podem ser veiculadas quando séo solubilizadas na
fase oleosa ou aquosa (LAWRENCE, 1994; OLIVEIRA & SCARPA, 2001; OLIVEIRA
et al., 2002; ZHU et al., 2008; CARVALHO et al., 2016).

Os sistemas microemulsionados vém ganhando destaque em todo o mundo. A
China e os Estados Unidos sdo os maiores detentores de patentes envolvendo
microemulsdes, com finalidade de incorporacéo de farmacos como: anti-inflamatérios
nao estereoidais, anestésicos, imunosupressores, antiparkisoniano, anti-hormonal,
antimicrobiano e até mesmo derivados de plantas (FIGUEIREDO et al., 2013).

Uma microemulséao inseticida a base do terpeno D-limoneno foi testado contra
B. tabaci e apresentou resultados promissores quanto a mortalidade de ninfas e
adultos (MARQUES, 2021).
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4 EXPERIMENTAL

Os experimentos de fitoquimica foram conduzidos nas instalacbes do
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LQPN) no Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia (INPA). Obtiveram-se os residuos madeireiros, oriundos de
demolicdo de um prédio do INPA com cerca de quarenta e cinco anos de uso em
estrutura de esquadrias de janelas, estes residuos estavam no Laboratério de
Tecnologia da Madeira (LTM) do INPA para uso em estudos de propriedades
tecnologicas da madeira, cujos residuos menores foram cedidos para serem
submetidos a processos de extracao, purificacdo e identificacdo dos seus metabolitos

secundarios.

4.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados para a realizagdo das investigacdes fitoquimicas

estao descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Equipamentos utilizados na pesquisa fitoquimica.

. NOME DO OUTRAS
N EQUIPAMENTO MARCA MODELO INFORMACOES
1 Evaporador rotativo Buchi Rotavapor R-3 Acoplado ao banho

ultratermostatizado

2 Banho ultratermostatizado Marconi MA-184
3 Balanca Analitica Tecnal MARK 2102
4 Lavadora Ultrassénica Ultronique Q3-8/40
5 Chapa de aquecimento Fisatom 7532
6 Serra de fita bancada LYNUS SFM-250

1400mm 250w
7 Macro moinho tipo Wiley Marconi MA-340
8 Lampada Ultra Violeta Spectroline® ENF-240C/FE
9 Destilador de solvente Amitel Bal&o de Destilagdo 1200mL
10 Manta de Aquecimento Fisatom 1202
1 Destilador de Agua tipo Quimis® 0341-25

Pilsen

Espectrometro de Bruker AVANCE IIl HD (500 MHz -
12 ressonancia magnética 'H e 125 MHz - 13C)

nuclear (RMN)
13 Espectrometro de RMN Bruker Fourier-300 (300 MHz - 'H e

75 MHz - 13C)

14  Espectrémetro de massas Bruker MicroTOF-Q I Analisador time of flight

Os espectros de RMN foram obtidos junto a central analitica do departamento
de quimica da UFAM, laboratério de RMN da UFG e da central analitica do laboratorio
tematico de quimica de produtos naturais (CA-LTQPN) do INPA.

Os espectros de massas foram adquiridos com fonte ESI em modo positivo com
resolucado de 17500 (FWHM) e utilizou-se o programa Compass, versao 4.1, para
controle, aquisicdo e processamento de dados junto a central analitica do laboratorio
tematico de quimica de produtos naturais (CA-LTQPN) do INPA.
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4.2 Materiais utilizados

Cromatografia em camada delgada (CCD) — Foram utilizadas cromatofolhas de
aluminio com silica gel 60, indicador de fluorescéncia F254 e 0,2 mm de espessura
da Merck.

Reveladores para a CCD - Os reveladores empregados foram radiacao
ultravioleta (254 e 365 nm), vanilina sulftrica e iodo ressublimado.

Cromatografia em coluna (CC) — Foram utilizadas colunas de vidro de
tamanhos variados, conforme a quantidade de amostra a ser fracionada.

Suportes para cromatografia em coluna — As fases estacionarias utilizadas
foram silica gel 60 (70-230 mesh e 230-400 mesh) - Merck; sephadex LH-20 - Sigma-
Aldrich e celulose microcristalina - Merck.

Solventes — Nas analises cromatograficas foram utilizados solventes organicos
comerciais (hexano, acetato de etila, diclorometano, acetona e metanol) destilados no
LQPN-INPA. Para a obtencdo dos espectros de ressonancia magnética nuclear
(RMN) unidimensionais (1D) e bidimensionais (2D), utilizaram-se solventes
deuterados e nas analises de espectrometria de massas de alta resolucao (EMAR) e
cromatografia liquida acoplada ao massas (LC-MS) solventes com grau de pureza
para HPLC.

4.3 ldentificagcdo do material vegetal

Os residuos de madeira de demolicdo de cedro-rosa (C. odorata) (Figura 7a),
utilizados para obtencdo dos extratos organicos foram previamente classificados e
identificados através comparacdes macroscopicas padrdes de amostras de espécies
disponivel na Xiloteca do LTM-INPA, a analise foi realizada pelo anatomista de
madeira, Sr. Jorge Alves de Freitas. O corpo de prova foi identificado e depositado na

xiloteca.

Figura 7. a) madeira de demoli¢cdo de C. odorata; b) corpo-de-prova. Fonte: Nogueira, 2016.
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4.4 Preparacado dos extratos

As amostras foram fatiadas em serra de fita (Figura 7b) e posteriormente
moidos (Fig. 8a) em moinho de facas e rendeu uma massa de 680g que submetido a
uma extracao a frio, em frasco do tipo mariote (Fig. 8b), primeiramente com hexano e
depois com metanol, ambos por sete dias cada, dando origem aos extratos hexanico

e metanolico, respectivamente, conforme o Esquema 1.

& il -
2 B U A = L Bt L

Figura 8. a) residuos de C. odorata moidos; b) maceragédo em frasco tipo mariote. Fonte: Nogueira,
2016

Residuos madeireiros
680 g

Macerag&o em hexano por 7 dias
Filtrag&o e evaporagéo do solvente

Extrato hexanico de C. Torta
odorata (COH) 1,58 g Residual

Maceragdo em metanol por 7 dias
Filtragdo e evaporacéo do solvente

Extrato metandlico de C. Torta
odorata (COM) 8,67 g Residual

Fracionamento Compostagem

Esquema 1. Obtenc¢éo dos extratos hexanico e metandlico

4.5 Avaliacdo por CCD do perfil quimico dos extratos e fracdes

Realizou-se analises prévias dos constituintes dos extratos através da
cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC), ap0s a andlise, o extrato
metandlico mostrou-se promissor, dessa forma foi selecionado para esta etapa da

pesquisa.
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As visualizacdes das fluorescéncias presentes nas fracdes foram feitas com o
auxilio de uma lampada ultravioleta de comprimento de onda de 254 e 365 nm e

utilizou-se vanilina sulfarica para revelagéo.

4.6 Fracionamento dos extratos e isolamento de substancias

O fracionamento cromatogréafico extrato hexanico foi realizada numa etapa
anterior e resultou na identificacdo de 9 substancias. Para esta etapa foi investigado

apenas o extrato metandlico.

4.6.1 Fracionamento cromatogréfico do extrato metandlico

O fracionamento do extrato metandlico de C. odorata, recebeu o cédigo COM
partindo de uma massa de 8,6742g em uma coluna cromatogréfica aberta utilizando
silica gel tipo filtrante (70-230 mesh) empacotada em hexano e empregando diferentes
gradientes de polaridade dos solventes organicos partindo do hexano a MeOH,

originando assim 28 fragdes (Tabela 11; Esquema 2).

e H=hexano; COM (8,67429)
e D =diclorometano;
e A =acetato de etila; e CC-silica gel (70-230 mesh);
e Ac = acetona; e Empacotada em H;
e M =metanol. e h=38cm@=23cm.
H H:A H:A H:A H:A H:A A A:M A:M A:M A:M A:M M
100% 98:2 95:5 9:1 8:2 73 100% 98:2 95:5 8:2 73 11 100%
\ 4 y \ 4 A A\ 4 A A A A\ 4 A\ 4 A 4 A 4 A 4
| 1-3 | | 4-8 | | 9 | | 10-11| | 12-13| | 14 | | 15-17| | 18 | | 19 | | 20-21| | 22-24| | 25 | | 26-28|
e CC-silica gel (70-230 mesh);
7l;r.3 e Empacotada em hexano;
(70 mg) e h=9cm @=18cm. __-=—===—en_
16 Fr3.1 /" COM-3.1 (25 mg)\

\. suBs.1 ./

~ -
——————————

Esquema 2. Fracionamento cromatografico de COM

Tabela 11. Reunido de fragdes COM, com respectivos cddigos massas.

Fracdes reunidas Cédigos Massa (mg)

1-3 COM-1 84,7 €====== > Esquema 2

Esquema 3 €====== > 4-8 COM-4 138
9 COM-9 86 €====-- > Esquema 3
12-13 COM-12 567 €-==--- > Esquemas

14-15 COM-14 409
16 COM-16 2922 €------ > Esquema 6

Esquema 7 €=====- > 17 COM-17 1077
18 COM-18 205 €====== > Esquema 7
19-22 COM-19 1284 €-==--=-= > Esquema 8

23-28 COM-20 4506
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As fracOes obtidas na coluna (Esquema 2) foram analisadas por CCDC e

submetidas a novos procedimentos de purificacdo das substancias descritos a seguir.

4.6.2 Fracionamento cromatografico de COM-3

A fracdo 3 (COM-3, 70 mg) foi submetida a um fracionamento em coluna em
silica comum, em gradiente crescente de polaridade, onde obteve-se 6 subfracdes.
Dessas, a subfracdo 3.1 que foi codificada como COM-3.1 (25 mg, Esquema 2),
apresentou-se pura em CCDC e foi submetida a experimentos de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de H, e ap6és comparacédo dos dados com a literatura,

concluiu-se ser a substancia 1.

4.6.3 Fracionamento cromatogréafico de COM-8 e COM-9

A fragdo 8 (COM-8, 84 mg) demonstrou-se promissora em CCDC e foi
submetida a um fracionamento em coluna silica gel 60 (230-400 mesh), em gradiente
crescente de polaridade. O processo iniciou com hexano (100%) indo até
hexano:AcOEt (6:4), onde obteve-se 13 fracbes (Tabela 12). A fracdo 8.3 que foi
codificada como COM-8.3 (4 mg), apresentou-se pura em CCDC, entao foi submetida
aos experimentos de RMN de 'H e ap6s andlise dos dados e comparagdo com a

literatura determinou-se a estrutura da substancia 2, conforme Esquema 3.

__________
- ~.
-~ N

e CC-silica gel (230-400 mesh);

=

> S,

Frg | COM-8 [e Empacotadaem H; Fr 8.3 "’ COM-8.3 (4 mg)™\

COM (s,67429) 1-28 (84 mg) [+ h=42cm @=18cm 1-13 \  SUBS.2 /
Fr9 LT N

/COM-9.1 (37 mg)}

., SUBS.3e4 /

|
QAL : o
COM-9 | o CCssilica gel (230-400 mesh); 1.8 _< _____________
101 e lsocraicaemD; | [N mmmmeel
(P08 i) e h=44cm @=28cm. F’9.2 - S~
Esquema 3. Fracionamento cromatografico de COM-8 e COM-9 \ SUBS. 5

-
~ -
\\\\\\\

Tabela 12. Reunido de fragdes COM-8, com respectivos codigos massas.

FragcOes reunidas Cédigos Massa (mg)
1 COM-8.1 1
2 COM-8.2 48
3 COM-8.3 4
4 COM-8.4 2
5-10 COM-8.5 13
11-13 COM-8.11 16
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Tabela 13. Reunido de fracdes COM-9, com respectivos codigos massas.

Fracdes reunidas Cdédigos Massa (mg)
1 COM-9.1 37
2 COM-9.2 2,6
3-8 COM-8.3 61

A fracdo 9 (COM-9, 101 mg, Tabela 13) mostrou-se promissora em CCDC e foi
refracionada em coluna de silica gel 60 (230-400 mesh) isocratica em DCM,
originando 8 fracfes, que apds analises por CCDC, observou-se que as fracdes 9.1
codificada como COM-9.1 (37 mg) e 9.2 codificada como COM-9.2 (2,6 mg, Esquema
3) apresentavam-se purificadas, entdo foram submetidas a analises por RMN 1 e 2D
e comparadas com a literatura onde foi possivel realizar a determinacao estrutural das
substancias 3 e 4 (COM-9.1), e a substancia 5 (COM-9.2).

4.6.4 Fracionamento cromatogréafico de COM-11

A fracdo 11 (COM-11, 264 mg) mostrou-se promissora em CCDC, porém
apresentou-se muito pigmentada e foi realizado um fracionamento em coluna de
celulose isocratica em hexano, com o objetivo de remover tais pigmentos, isSso
resultou em 8 fracBes, que apds analises por CCDC permaneceram pigmentadas,
entdo optou-se por refracionar apenas a subfracdo 11.2 (COM-11.2, 135 mg) em uma
coluna de sephadex LH-20 isocratica em MeOH:Acetona (9:1), que por sua vez
originou 10 subfra¢des que foram analisadas por CCDC.

A subfracdo 11.2.2 (COM-11.2.2, 25 mg) mostrou-se promissora e foi
submetida a uma purificagdo por cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP) eluida em DCM, onde foram coletadas 3 bandas de absorcao de UV 254 nm.
A banda 2 foi solubilizada, filtrada e concentrada, apresentando-se pura em analise
em CCDC, em seguida foi codificada como COM-11.2.2.2 (4 mg, Tabela 14).

A substancia foi submetida experimentos de RMN 1 e 2D, seus dados foram
comparados com a literatura onde pode-se determinar a estrutura quimica da
substancia 6, conforme descrito no Esquema 4.

Tabela 14. Reunido de fragdes COM-11.2.2, com respectivos codigos massas.

Fracdes reunidas Codigos Massa (mgQ)
1 COM-11.2.2.1 2
2 COM-11.2.2.2 4
3 COM-11.2.2.3 18
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e CC-Celulose;
Fr 11 COM-11 |« Isécraticaem H; Fr11.2 | COM-11.2
COM (g 67429) —| 1-28 (@64mg) [+ h=d0em G=3em| 1O (135 mg)

,,,,,,,,,,,,, . e Isocratica M:Ac-9:1;
</ COM-11.2.2.2 \Fr11.2.2.2 1-3 L2 CCDP (230-400 mesh); COM-11.2.2 Fri122| q.4p e h=39cm@=28cm.
\._(4 mg) SUBS. 6/‘ - e Isocratica em D; (25 mg)

N e h=20cmxL=20cm.

Esquema 4. Fracionamento cromatografico de COM-11.2.2.2

4.6.5 Fracionamento cromatogréafico de COM-13

A fracdo 13 (COM-13, 354 mg) passou um tratamento com hexano (50 °C) para
limpeza, sem solubilizar os cristais, em seguida adicionou-se 3 gotas de acetona (-5
°C), depois foi colocado na capela para acelerar o processo de evaporacao do
solvente e recristalizacéo. A separacédo do pigmento amarelado deu origem a fracéo
matriz denominada como COM-13 (322 mg), por ser a maior parte. Ja os cristais
obtidos ap6s a limpeza foram codificados como COM-13.$ (32 mg). Ambas as fracdes
demonstraram ser promissores em CCDC. Aplicou-se 30 mg de COM-13 em uma
CCDP eluida em DCM:AcOEt (95:5), da qual obteve-se 8 bandas de absorcao de UV
254 nm. A banda 1 mostrou-se pura em CCDC e foi codificada como COM-13.1 (2
mg, Tabela 15), entéo foi submetida aos experimentos de RMN de 1 e 2D.

Apés andlise dos dados e comparacdo com a literatura determinou-se a
estrutura quimica das substancias 7 e 8, conforme descrito no Esquema 5.

Da mesma forma, COM-13.$ (32 mg) foi passada por um processo de
purificagdo em CCDP eluida em DCM:AcOEt (95:5), originando 3 bandas de absorcao
em UV 254. Entre elas, a banda 2 apresentou-se pura em CCDC, sendo codificada
como COM-13.$.2 (15 mg, Tabela 16) que foi enviada para aquisicdo de experimentos
de RMN 1 e 2D e apds serem analisados e comparados com a literatura possibilitou
a determinacao estrutural da substancia 9 (Esquema 5).

Tabela 15. Reunido de fragdes COM-13, com respectivos c0digos massas.

Fracdes reunidas Caodigos Massa (mg)
1 COM-13.1 2
2-3 COM-13.2 5
4 COM-13.4 3,4
5-7 COM-13.5 10
8 COM-13.8 5

Tabela 16. Reunido de fragdes COM-13.$, com respectivos codigos massas.

Fracdes reunidas Caodigos Massa (mg)
1 COM-13.$.1 2,5
2 COM-13.$.2 15
3 COM-13.$.3 8
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COM-13 CCDP 1-8 Fr13.1

(322 mg) @Gmg | —° | |
e Limpeza com H (50 °C) 3 1" COM-13.1 (2 mg)“l.
T . SUBS.7e8
Fri3| COM-13 e CCDP (230-400 mesh);, “~mmcccomcem=""
COM (g,67429) 1-28 (354 mg) o Isfcraticaem D:A (95:5);  ___cmmmee_
e h=20cmxL=20cm. o T ~
o Recristalizago Ac. (-5 °C) g {COM-13.$.2 (15 mg)\;
= . SuBs.9 ./
COM-13.% ccop 1.3 LFr 1382 T
(32 mg) (32 mg)

Esquema 5. Fracionamento cromatografico de COM-13.1 e COM-13.%$.2

4.6.6 Fracionamento cromatogréafico de COM-16

A fracdo 16 (COM-16, 2922 mg) mostrou-se muito promissora, pois formou um
solido cristalino, o qual foi submetido a um tratamento com acetona (-5 °C) formando
um precipitado branco codificado como COM-16a e um sobrenadante de aspecto
caramelizado codificado como COM-16b (Esquema 6). A fracdo COM-16a (525,5 mg)
foi totalmente trabalhada na etapa anterior dessa pesquisa.

O sobrenadante (COM-16b), ap6s evaporacdo do solvente, foi tratado em
metanol (-5 °C), formando um precipitado de cor branca o qual forneceu a subfracéo
COM-16b.1, que foi trabalhada na etapa de mestrado. O sobrenadante foi
denominado de COM-16.H (2062 mg), por se tratar da agua-méae. Apds concentrada,
foi fracionada em coluna Sephadex LH-20 eluida em MeOH, gerando 18 subfracdes.
A subfracdo 3 (COM-16.H.3, 972 mg) foi refracionada em coluna de silica flash eluida
com DCM 100%, DCM:MeOH e MeOH 100%, dando origem a 12 subfra¢des, dentre
as quais a subfracdo 8 mostrou-se promissora em CCDC, e foi codificada como
COM.16.H.3.8 (87 mg), optou-se por refraciona-la em coluna de sephadex LH-20 em
MeOH, dando origem a 7 subfracfes, que apds analise em CCDC, foi possivel verificar
gue a subfracdo 5 seria a mais promissora, entao codificou-se como COM-16.H.3.8.5
(58 mg) e foi novamente refracionada gerando 13 subfracdes, dessas, a subfracdo 7
apresentou-se pura em CCDC, sendo codificada como COM-16.H.3.8.5.7 (6,2 mg,
Tabela 17), em seguida foi submetida a experimentos de RMN uni e bidimensionais e
EMAR. Apos analise dos dados e comparagdo com a literatura, pode-se elucidar as

estruturas quimicas da mistura epimérica das Substancias 10 e 11 (Esquema 6).
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Fri6 | COM-16 Fr 16a COM-16a
COM (g67429) — 1-28 (2922 mg) | Limpeza com Ac (5 °C) (525,5 mg)
Fr 16b
COM-16b
(2396 mg)
COM-16.H Sobrenadante (H20-mée) | Sélido COM-16b.1
(2062 mg) Limpeza com M (-5 °C) (334 mg)
e CC-Sephadex LH-20;
e |socratica em M;
e h=38cm@=25cm.
Fr 16.H.3 COM-16.H.3
A3 (972 mg)

e CC-silica flash (230-400 mesh);
e Empacotamento em D;
e h=25cm@=44cm.

COM-16.H.3.8 Fr 16.H.3.8
(87 mg) 1-12
e CC-Sephadex LH-20;
e Is6cratica em M;
e h=44cm @=3cm.
1-7 Fr 16.H.3.8.5 COM-16.H.3.8.5
(58 mg)

e CC-silica flash (230-400 mesh);
e Empacotamento em D;
e h=32cm @=2cm.

1-13

_________
- ~
-~ S~

" COM-16.H.3.8.5.7 ™,

AY

\.(6.2 mg) SUBS. 10 e 11/

7d
~ -

-
~ -
________

Esquema 6. Fracionamentos cromatograficos de COM-16.H.3.8.7.5

Tabela 17. Reunido de fragdes COM-16.H.3.8.5, com respectivos c6digos massas.

Fracdes reunidas Cdédigos Massa (mgQ)
1-4 COM-16.H.3.8.5.1 8,3
5-6 COM-16.H.3.8.5.5 13
7 COM-16.H.3.8.5.7 6,2
8-11 COM-16.H.3.8.5.8 11,5
12-13 COM-16.H.3.8.5.12 19

4.6.7 Fracionamento cromatogréafico de COM-17 e COM-18

A fragdo 17 (COM-17, 1077 mg) mostrou-se promissora em CCDC, entao foi
realizado um novo fracionamento em coluna de silica gel tipo filtrante eluida em
gradiente crescente de polaridade partindo-se de DCM até MeOH.

Esse fracionamento levou a obtencéo de 23 subfragbes que foram analisadas
em CCDC. As subfraces de 10 a 12 foram reunidas e mostraram-se promissoras,
recebendo o cédigo COM-17.11 (379 mg, Tabela 18). Essa por sua vez foi
refracionada em silica gel tipo flash em gradiente crescente de polaridade partindo-se
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de hexano até AcOEt, produzindo 20 subfracdes que foram analisadas por CCDC.
Dentre as subfracdes, destacou-se a fracdo 11 (COM-17.11.11, 13 mg), que se
apresentou semi-purificada em CCDC e foi submetida aos experimentos de 1 e 2D
para a caracterizagado da substancia 12 (Esquema 7).

A fracdo 18 (COM-18, 205 mg) foi realizado uma limpeza com hexano (50 °C),
adicionou-se 3 gotas de acetona (-5 °C), separou-se um precipitado do sobrenadante
com auxilio de pipeta de Pasteur, que foi limpo e recristalizado. O sélido resultante
mostrou-se um cristal como o sal marinho, transparente e levemente esbranquicado,
entdo foi codificado como COM-18.1 (15 mg, Tabela 19), ao analisar em CCDC,
apresentou-se puro e foi submetido ao experimento de RMN 'H. Apés andlise dos
dados, comparou-se com a literatura e determinou-se a estrutura quimica da

substancia 13 (Esquema 7).

___________
- ~
- ~
- ~

Fr 18| COM-18 | Limpezacom H (55 °C) Fr 18.1,'/ - 3
COM (8,67429) 1-28 (205 mg) | Recristalizacao em Ac (-5 °C) s \fOMSLlJSBé.(ig m?,)/)
[fri7 —— e
COM-17
(1077 mg)

e CC-silica gel (70- 230 mesh);
e Empacotamento em D;
e h=36cm @=48cm.

1-23

Fr 11

~~~~~
-~ ~

» ~

’

COM-17.11 | e CCssilica gel (230-400 mesh); _ Fri11 ¢ i \\l
(375 mg) e Empacotamento em H; 1-20 l\ Qb s i) /

e h=50cm @=2cm. . SUBS. 12 S

~ e
__________

Esquema 7. Fracionamentos cromatograficos de COM-17.11.11 e COM-18.1

Tabela 18. Reunido de fragdes COM-17.11, com respectivos c6digos massas.

Fracdes reunidas Caodigos Massa (mg)
1-3 COM-17.11.1 10
4-5 COM-17.11.4 140
6 COM-17.11.6 18
7 COM-17.11.7 102
8 COM-17.11.8 30
9-10 COM-17.11.9 25
11 COM-17.11.11 13
12-13 COM-17.11.12 6
14-20 COM-17.11.14 31

Tabela 19. Reunido de fragdbes COM-18, com respectivos codigos massas.

Fracdes reunidas Caodigos Massa (mg)
1 COM-18 15
2 COM-18 102
3 COM-18 88
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4.6.8 Fracionamento cromatografico de COM-19

A reunido das fracbes 19-22 deu origem a COM-19 (1284 mg) que foram
submetidos a analises em CCDC e demonstraram serem promissoras, entdo foram
refracionada em uma coluna de silica gel do tipo filtrante, eluida em gradiente
crescente de polaridade partindo de DCM a MeOH.

Esse refracionamento resultou em 13 subfracdes (Tabela 20) das quais as
fracdes COM-19.1 (10 mg), COM-19.2 (13 mg), COM-19.4 (12 mg) e COM-19.5 (114
mg) se apresentaram como cristais transparentes levemente esbranquicados e se
demonstraram isoladas quando reveladas em vanilina sulfdrica. Essas fracdes deram
origem a substancia 14 (COM-19.1), substancia 15 (COM-19.2), substancia 16 (COM-

19.4) e substancia 17 (COM-19.5) conforme mostra o Esquema 8.

COM (8,6742g)

| Esquema 2

1-28

e CC-silica gel (70- 230 mesh);
COM-19 Empacotamento em D; 1-13
Fr 19 (1284 mg) e h=36cm @=48cm.

e mmm————— mm—————— e ——

- ~ - ~ - ~ - ~

- ~ - ~ - ~ - ~
~

R ~ " ~ e ~ L ~

s’
4

. SUBS.14 ./ “\_ SUBS.15 _/ “_ SUBS.16 _/ “_ SUBS.17

- - -
____________________________

Esquema 8. Fracionamentos cromatogréaficos de COM-19

Tabela 20. Reunido de fracdes COM-19, com respectivos c0digos massas.

Fracdes reunidas Caodigos Massa (mg)

1 COM-19.1 10

2 COM-19.2 13

4 COM-19.4 12

3e5 COM-19.5 114

6-8 COM-19.6 163

9-10 COM-19.9 445

11-13 COM-19.11 527

4.7 Ensaio antileishmania in vitro

4.7.1 Manutencao dos parasitas

Foram utilizadas as formas promastigostas de Leishmania (V.) guyanensis
(MHOM/BR/1975/M4147) e Leishmania (L.) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584),
criopreservadas no Laborat6rio de Leishmaniose e Doenca de Chagas/COSAS/INPA.
Para o cultivo das formas promastigotas foi utilizado o meio RPMI 1640, suplementado

com soro fetal bovino inativado (SFBi) e 50 pg/mL de antibidtico (Gentamicina),
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incubados a 24°C de acordo com Jaffe et al. (1984), e posteriormente utilizada para
0s bioensaios e criopreservacdo. As amostras foram criopreservadas em solucéo de
Criopreservacao (10% de glicerina / Merck em meio Schneider Drosophila Medium
(Sigma) contendo 30% SFBi) e armazenadas no Freezer -80 °C (Sanyo), apoés
amplificacdo em garrafas de cultivo de células (em poliestireno, area de crescimento
de 25 cm?, 50 mL, estéril) e centrifugagdo a 4.400 rpm (rotacdo por minuto) durante
15 minutos, com posterior lavagem do sedimento e ressuspensao deste em solucao
de criopreservacgao (JENSEN, 2020).

4.7.2 Curva de crescimento de formas promastigotas de Leishmania spp.

Para a determinacdo das fases de crescimento dos parasitas nas condicdes
estabelecidas de cultivo, foi realizada a curva de crescimento em meio RPMI 1640
completo, suplementado com soro fetal bovino inativado a 10% SFBi, adicionados 50
ug.mL? de antibiético (Gentamicina) e incubados em estufa a 25 °C +/- 1°C, de acordo

com Jaffe et al. (1984), para posterior utilizacdo nos bioensaios (JENSEN, 2020).

4.7.3 Determinacéo da atividade antileishmania e 1Cso

A atividade antileishmania das amostras foram avaliadas pela inibicdo do
crescimento e mortalidade das formas promastigotas de Leishmania. Antes de cada
experimento, foram observadas a motilidade flagelar e a morfologia geral dos
parasitos. Para a realizacdo dos bioensaios, as formas promastigotas em fase
logaritmica tardia foram centrifugadas a 4.400 rpm por 15 minutos, lavadas em
solucéo salina estéril, diluidas e contadas em camara de Neubauer e ajustadas para
obter a concentracdo parasitaria de 1,0 x 10° cél.mL* (FUMAROLA et al., 2004). As
substancias quimicas foram diluidas em meio Schneider sem adicdo de SFBi e
filtrados em membrana Millipore 0,22 um em ambiente estéril. As amostras foram
diluidas primeiramente em dimetil-sulféxido (DMSO - Vetec), (3% vVv/v) e
sequentemente no meio de cultura. Os medicamentos antimoniato de meglumina
(Glucantime®) e isetionato de pentamidina (Pentacarinat®) foram utilizados como
controle positivo e DMSO (1%v/v) como controle negativo (JENSEN, 2020).

A atividade foi avaliada pela inibicAo do crescimento e mortalidade de
promastigotas apos incubacéo na presenca das mesmas nos periodos de 24,48 e 72
horas, na temperatura de 25 °C em estufa. Os bioensaios foram realizados em

triplicatas e, para a avaliagcao da inibigdo parasitaria, foi feita por meio do teste dose-
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resposta (Alamar Blue®), segundo protocolo adaptado de Nakayama et al. (1997) com
a leitura feita em espectrofotometro (BioTek®), utilizando o comprimento de onda de
570 nm (JENSEN, 2020).

4.7.4 Analise Estatistica

A multiplicacdo das células parasitarias foi determinada pela curva sigmoidal,
utilizando-se o software GraphPad Prism 8.0, analisando-se os respectivos intervalos

de confianca 95% e coeficientes lineares.

4.8 Ensaio inseticida

4.8.1 Ensaio inseticida com Bemisia tabaci biétipo B em tomateiro

Para a criacdo e manutencdo da populacdo do inseto foram utilizadas as
plantas de soja (Glycine max L. Merryl), de tomateiro (Solanum lycoperscicum L.) e
de couve-comum (Brassica oleracea var. acephala D.C.) como substratos para
oviposicdo e alimentacdo de ninfas e adultos. Essas plantas foram mantidas em
gaiolas de aproximadamente 2,5 m? com armacéo de ferro e tela antiafidica (0,2x0,2
mm), visando evitar a fuga dos insetos adultos. Os bioensaios foram conduzidos em
uma casa de vegetacdo coberta com filme plastico e manta termorrefletora de
aluminete, na qual as condicbes climaticas, durante cada bioensaio, foram
mensuradas por meio de um data-logger modelo TGU-4500 (Tinytag Gemini
Dataloggers Ltda., Chichester, West Sussex, Reino Unido).

Para estimar a CLso (mg/L) foram selecionadas, para a conducdo do ensaio,
plantas com quatro folhas compostas (sem considerar o primeiro par dismorfo).
Gaiolas (15 cm de comprimento x 6 cm de diametro) confeccionadas com voile foram
dispostas sobre dois foliolos apicais por planta, uma na segunda e outra na quarta
folha. Infestou-se cada folha selecionada com 30 adultos ndo sexados, oriundos da
criacao estoque, os quais foram mantidos sobre as plantas por um periodo de 24 horas
para oviposi¢do. Decorrido esse periodo, as gaiolas foram retiradas e os adultos,
removidos dos foliolos. A soma das ninfas obtidas nos dois foliolos infestados foi
considerada uma repeticdo. No total foram cinco repeticbes (plantas) para cada
tratamento.

Apés a eclosdo e fixacdo das ninfas de primeiro instar (~14 dias apés a

oviposicéo), se determinou o numero de individuos na face abaxial de cada foliolo
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com auxilio de um microscopio estereoscopico (aumento de 10 a 15 vezes). Os
tratamentos foram realizados com diferentes concentracbes das substancias
testadas, definidas em testes preliminares.

Como controle negativo, foi utilizado agua deionizada e o solvente. A aplicacao
dos tratamentos foi realizada sobre o solo na base de cada planta, na dose de 20 mL
de solucdo por planta. A mortalidade das ninfas foi avaliada apos sete dias, com
auxilio de microscopio estereoscopico (aumento de 7 a 10 vezes). E foram
consideradas mortas as ninfas que apresentaram tamanho reduzido (~0,25%0,15 mm)
e formato eliptico semelhante as de primeiro instar (EICHELKRAUT & CARDONA,
1989; PATEL et al., 1992).

4.8.2 Preparacao das formulacdes microemulsionadas

As microemulsdes foram desenvolvidas a base de alcool isopropilico, Tween®
20, agua destilada, a substancia 13 a 2%, e foram agitadas por agitacdo magnética
por cerca de 2 minutos, até a mistura completa dos componentes em um sistema
homogéneo, transparente e monofasico. Foram preparadas duas microemulsdes:
uma microemulsédo com substancia 13 (MEMex) e uma microemulsao placebo sem
a substancia (MPLA). A formulacdo MEMex esta em processo de patenteamento.

O tamanho médio das gotas, o indice de polidispersdo (PDI) e o potencial zeta
(CmV) das gotas da microemulsao foram determinados por meio de espalhamento de
luz (DLS) a 25 °C com feixe de luz de comprimento de onda de 659 nm, utilizando o
equipamento Zetasizer Malvern®. As amostras foram preparadas diluindo 20 L de
microemulsdo em 980 uL de agua destilada (GHORBANZADEHA et al., 2019). Para
mensuracao do indice de refracdo das formulagdes microemulsionadas foi utilizado
um refratbmetro tipo Abbe, previamente calibrado com agua destilada.

A determinacao do pH da microemulséo foi realizada nas préprias formulacgées,

com utilizacao de pHmetro calibrado e apresentou pH 4,0 — 7,0 a 25 °C.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.2 Rendimentos dos extratos

Apébs a remocao do solvente, mensurou-se a massa dos extratos e calculou-se
0 seu respectivo teor de rendimento, os quais estdo dentro do esperado para uma
madeira de angiosperma (Tabela 21) (KLOCK, 2013).

Tabela 21. Rendimentos dos extratos brutos de C. odorata, ap6s maceracao

Extratos
Massa dos residuos (g) Rendimentos (%)
Caédigo Massa (g)
COH 1,58 0,23
680,00 et vttt N
i COM 8,67 1,27 |
| o o o o o o - - s

Legenda: COH (Extrato Hexanico); COM (Extrato Metandlico).

Segundo Klock (2013) os extrativos de uma planta folhosa devem representar
entre 1 e 3% de sua biomassa, porém isso pode variar de acordo com a parte

vegetativa investigada, o tempo de vida da planta e seu habitat.

5.1 Caracterizacdo dos Substancias

As identificacdes estruturais das substancias obtidas a partir dos residuos
madeireiros de C. odorata foram realizadas com base nas técnicas de RMN
unidimensionais (*H e 13C) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC), aliada a EMAR
e LC-MS.

5.2 Determinacdo estrutural das substancias do extrato metandlico

5.2.1 Identificac&o da substancia 1

A substancia 1 (COM-3.1, 25 mg) obtida conforme descrito no Esquema 2
(pag. 45), mostrou aspecto oleoso de cor laranja-amarelado, apolar e cheiro forte de
citronela amadeirado. Apresentou-se como uma mancha violeta em CCDC quando
revelada em vanilina sulfarica e como uma florescéncia visivel em luz UV nos
comprimentos de onda de 254 e 365 nm, semelhante ao padrédo de um sesquiterpeno.

Com base na analise dos dados e a comparacdo com a literatura foi possivel
identificar este sesquiterpeno como cadaleno (Fig. 9). Essa substancia ja havia sido
isolada no extrato hexanico de C. odorata (NOGUEIRA, 2018).
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Figura 9. Estrutura da substancia (1) cadaleno (1,6-dimetil-4-isopropilnaftaleno)

O experimento de RMN H (Figs. 10 a 13), possibilitou a observacao de 5 sinais
de hidrogénios caracteristicos de um sistema aromatico. Um dupleto com
acoplamento orto em 6n 7,92 d (J = 8,6 Hz) atribuido ao H-2, outro dupleto com
acoplamento meta em 61 7,91 d (J = 1,6 Hz) que foi definido como sendo o H-5 e um
duplo dupleto com acoplamento orto-meta em &n 7,35 dd (J = 8,34 e 1,6 Hz) definido
como H-3, ambos atribuidos ao anel A. Para o anel B, foram verificados dois dupletos
com acoplamento orto em 6+ 7,28 d (J = 7,6 Hz; H-8) e outroem 6n 7,21 d (J = 7,6
Hz; H-9). Também foi possivel observar um hepteto caracteristico de hidrogénio
metinico de isopropil em &n 3,71 hept (J = 6,8 Hz) que foi atribuido ao H-12 (Fig. 13).
Além de 4 hidrogénios metilicos, sendo dois simpletos em 61 2,54 e 2,63, atribuido as
metilas 11 e 15 ligados aos anéis aromaticos (Fig. 13). Os outros dois apareceram
sobrepostos no dupleto em 61 1,36 d (J = 6,8 Hz), caracteristicos das metilas do grupo

isopropil e foram definidos como sendo das Me-13 e Me-14 (Tabela 22).
Tabela 22. Dados de RMN H da substancia 1 em CDCls

No Substancia 1 Cadaleno (NOGUEIRA, 2018)

6 ™H, mult, (J) Hz* & H, mult, (J) Hz* 5 C ppm HMBC
1 131,0
2 7,92d (8,6) 7,92 d (8,6) 124,8 C-3
3 7,35dd (8,6 € 1,6) 7,35dd (8,6 € 1,6) 127,1 C-5, C-11
4 131,5
5 7,91d(1,6) 7,91d (1,6) 122,9 C-3,C-12
6 134,7
7 142,0
8 7,28d (7,6) 7,28d (7,6) 121,4 C-10, C-12
9 7,21d (7,6) 7,21d (7,6) 1255 C-7,C-8, C-15
10 131,8
11 2,545 2,545 22,0 C-6.C-3.C-5
12 3,71 hept (6,8) 3,71 hept (6.8) 28,2 C-7,C-1, C-8, C-13, C-14
13 1,36 d (6,8) 1,36 d (6,8) 23,6 C-7,C-12,C-14
14 1,36 d (6,8) 1,36 d (6,8) 23,6 C-7,C-12,C-13
15 2,635 2,635 194 C-10,C-9

*RMN 300 MHz, CDCl3
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Figura 10. Espectro de RMN 'H de COM-3.1 (300 MHz, CDCls)
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Figura 11. Expansao dos sinais de RMN de 'H de COM-3.1 nas regifes de 8,1 a 6,9 ppm
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Figura 12. Expanséo dos sinais de RMN de 'H de COM-3.1 nas regides de 4,0 a 1,3 ppm
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Figura 13. Expansao dos sinais de RMN de 'H de COM-3.1 nas regifes de 4,0 a 2,4 ppm



5.2.2 ldentificacdo da substancia 2

A fracdo COM-8.3 (4 mg) foi obtida conforme o fracionamento cromatografico

do extrato metandlico descrito no Esquema 3 (pag. 46), e apresentou-se como um

solido branco. Quando analisada em CCDC observou-se absor¢gdo em UV 254 nm,

que apos revelacdo em vanilina sulfirica apresentou-se como uma mancha de cor
roxa e com Rf = 0,55 quando eluida em DCM:AcOEt (8:2). A identificacdo da

substancia 2 se deu pelas anélises de dados de RMN 1 e 2D e comparacdo com 0s

dados relatados na literatura (Tabela 23), onde foi possivel concluir que se tratava do
acido oleandlico (Figura 14) (WEIS & SEEBACHER, 2002).

2
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Figura 14. Estrutura da substancia (2) acido oleandlico (acido 3a-hidréxi-ole-12-en-28-0ico)

Tabela 23. Dados de experimento de RMN 1 e 2D da substéncia 2 (COM-8.3)

HSQC (**C —'H, J%) substancia 2*

o]

Ac. Oleanolico**
(SEEBACHER et al., 2003)

substancia 2*

8 H, mult, (3) Hz t; ;ﬁ DEET 5H mult, Q) Hz  65C ppm HMBC (“C - 'H, J%-5)
1 1,60m/098s 384 CH; B 15710102 39,0 C-3,C5,C-10,C5
2 1,57m 27,1 CH; $182/ 01,82 28,1 c3
3 314m 77,6 CH 3,44 dd 78,2 C-23,C-24, C-4
4 38,5 c 39,4
5 0,80d (7,7) 55,2 CH «0,88d 55,9 C-9, C-10,C-6
6 1,57m/1,39m 18,2 CH; @158/41,39 188 C-5,C-7
7 146m/1,30 m 32,7 CH; @153/81,36 334 C-5,C-9, C-8, C-6, C-26
8 39,2 c 39,8
9 1,60m 47,6 CH all7t 48,2 C-5, C-8, C-10, C-25
10 36,9 C - 37,4
1 1,62m 22,8 CH; 1,96/ 41,96 238 C-8,C-10
12 5,241 (3,0) 1221 CH 549's 1226 c9,C-18
13 144,0 C 144.8
14 415 C 42,2
15 1,80m/1,07m 27,5 CH; a122/5219 28,4 c-8
16 1,90m/2,03m 23,2 CH; @2,12/51,96 238 C-18,C-17
17 45,9 C 46,7
18 2,915l 413 CH 3,30 dd 421 C-12, C-13,C-17, C-19, C-28
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

1,70 m/1,13m

1,38m/1,19m

1,76 m/1,56 m
0,98s
0,77s
093s
0,80s
1,16

091d
0,935l

45,8
30,4
33,5
32,4
21,7
15,4
14,8
16,7
25,3
177,9
32,4
22,9

CH;
C
CH;
CH,
CHgs
CHgs
CHgs
CH;s
CHs
C
CHs
CHgs

@183/51,32

a146/51.23

@ 18214204
al24s
1,025
0,93
1045
a130s
@0,97s
1,025

46,6
31,0
34,3
33,2
28,8
16,5
15,6
17,5
26,2
180,0
334
23,8

C-13, C-17, C-18, C-20, C-29, C-30

C-17, C-18, C-20, C-28
C-3,C-4,C-5,C-24
C-3,C-4,C-5,C-23

C-5,C-9,C-10
C-8,C-9
C-8,C-13,C-15

C-19, C-20, C-30
C-19, C-20

*300 MHz, CDCls

**600 MHz, Piridina-ds

O espectro de RMN de *H apresentou um sinal em tripleto em &1 5,24t (J = 3,0

Hz) referente ao H-12, que € um sinal caracteristico de triterpeno com esqueleto olean-

12-eno, além de um simpleto largo em &1 2,91 referente ao H-18, que é vizinho a dois

hidrogénios diastereotopicos (H-19a e H-19b). Apresentou ainda um multipleto em &+

3,14 que é caracteristico de hidrogénio oximetinico da posicdo 3a e para a hidroxila

em 3, pois quando o hidrogénio 3 esta na configuracdo a seu deslocamento quimico
ocorre entre &+ 3,20 — 3,10 ppm (MAHATO e KUNDU, 1994). Observou-se a presenca
de sete simpletos entre &1 1,16 — 0,77 ppm referentes aos hidrogénios metilicos
(Figura 15).
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Figura 15. RMN de 'H de COM-8.3 (300 MHz, acetona-Ds) e expansdes nas regides de 5,0 a 3,0 ppm
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O RMN de 3C mostrou um sinal referente ao carbono oxigenado em &c 77,6
(C-3), sete sinais de carbonos ndo hidrogenados, sete carbonos metilicos, cinco
carbonos metinicos e dez carbonos metilénicos que foram confirmados pelo DEPT-
135. Os sinais em &c 122,1 e 144,0 (C-12 e C-13) indicaram uma dupla ligagdo mono-

olefinica caracteristica de um triterpeno pentaciclico do tipo oleanano (Figura 16).
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Figura 16. RMN de 13C de COM-8.3 (75 MHz, acetona-Ds)

As atribuicdes das conexdes de hidrogénios e seus respectivos carbonos foram
confirmadas pelas andlises dos espectros de HSQC, e as correlacdes a lo/nga
distancia foram observadas em HMBC. Um exemplo é dado pelas correla¢des do sinal
em 6x 2,91 (H-18) com os sinais em &c 144,0 (C-13) e 45,9 (C-17); 122,1 (C-12); 45,8
(C-19) e 177,9 (C-28), o que possibilitou definir sua posicdo na molécula.

A analise de EMAR foi realizada no modo positivo de ioniza¢do que indicou o
ion [M+H]* m/z 457.3658, sugerindo-se a féormula molecular C30H4903 (Figura 17). Em
m/z 439.3574 houve perda de agua [(M+H)-H20]*, em 411.3619 a perda de HCOOH
[(M+H)-HCOOH]* e em 393.3506 a perda de H20 e HCOOH [(M+H)-H20-HCOOH]".

64



+MS, 1.3 1 4min #78 8.

.
o 4393574 /

miz 457 |

08 411.3619

m/z 439

_____________________________________________________________________________________________________________________

Figura 17. EMAR e proposta de fragmentacdes do acido oleandlico

5.2.3 ldentificacdo das substancias 3 e 4

A fracdo COM-9.1 (37 mg) apresentou-se como solido branco, revelando o

mesmo RF da amostra padrdo de amirina em CCDC.

29

/,///// ,///////
24 23 24 23
(3) a-amirina (4) B-amirina

Figura 18. Triterpenos 3 e 4 identificados em mistura na fracdo COM-9.1

O espectro de RMN *H (Figura 19), mostrou sinais caracteristicos de triterpenos
ursano (a-amirina) e olenano (B-amirina), como sugerido anteriormente em CCDC. As
analises mostraram a presenca de dois tripletos em &n 5,13t (J = 3,57 Hz) e 615,19 t
(J = 3,51 Hz) referentes a posicao H-12 da mistura das substancias 3 (a-amirina) e 4
(B-amirina), respectivamente (Fig. 18). Os deslocamentos quimicos correspondentes

aos hidrogénios carbindlicos da posicdo H-3 (Fig. 19), comum aos dois triterpenos
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foram observados em 61 3,23 dd (J = 10,41 e 5,04 Hz). A constante maior indica que

H-3 estd em axial e acopla com H-28 com J-diaxial (Tabela 24).

6444
5603

Figura 19. RMN de 'H de COM-9.1 (300 MHz, CDClIz) e expansdes nas regies de 5,3 a 3,0 ppm

A andlise do espectro de RMN 13C (Figura 20) confirma a ocorréncia dos
dois triterpenos devido a presenca de sinais caracteristicos, como € o caso dos
deslocamentos quimicos de carbonos olefinicos mais intensos, que foram atribuidos
a ag-amirina (3) em &6c 124,4 (C-12) e 139,5 (C-13). Por sua vez para a -amirina (4)
os sinais menores foram evidenciados em &c 121,7 (C-12) e 145,2 (C-13). O carbono
carbindlico foi observado em 79,0 e 79,0 referentes a posicdo C-3 da mistura das
substancias 3 e 4 (Figura 18), respectivamente (Tabela 25). Os dados unidimensionais

(*H e 3C) estdo em conformidade com a literatura pesquisada (LIMA, 2000).
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Figura 20. RMN de 3C de COM-9.1 (75 MHz, CDCls)

Tabela 24. Sinais dos hidrogénios olefinicos e carbindlicos de COM-9.1

o 'H, mult, (J) Hz* 0 'H, mult, (J) Hz** (LIMA et al., 2000)
N Substéncia (3) Substancia (4) a-amirina p-amirina
3 3,22.dd (10,7 e 5,0) 3,22 dd (10,7 e 5,0) 3,22.dd (10,9 e 5,0) 3,22.dd (10,9 € 5,0)
12 5,13t (3,5) 5191t (3,5) 5,121t (3,6) 5,18t (3,5)
* (CDCls, 300 MHz) ** (CDCls, 400 MHz)

Tabela 25. Sinais dos carbonos olefinicos e carbinélicos de COM-9.1

No o B¥C* 0 BC** (LIMA et al., 2000)
Substancia (3) Substancia (4) a-amirina p-amirina
3 79,0 79,0 79,0 79,0
12 1244 121,7 124,3 121,7
13 139,5 1452 139,5 145,1
*(CDCls, 75MHz) **(CDCls, 100 MHz)

5.2.4 ldentificac&o da substancia 5

A substancia 5 (COM-9.2, 2,6 mg) foi isolada na forma de um sélido branco, em
CCDC teve absor¢do em UV em 365 nm, depois de revelada em vanilina sulfdrica
exibiu mancha roxa, com Rf = 0,26 ao utilizar o sistema de eluigdo Hex:AcOEt (9:1).

A andlise de EMAR no modo positivo (Figura 21) indicou o ion [M+H]* m/z
425,43 propondo a formula molecular C3oH4sO para o triterpeno. Essa informagéo

aliada as analises de RMN 1 e 2D, aléem da comparacéo com a literatura, possibilitou
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a identificacdo da substancia 5 denominada de cicloeucalenona (KHUONG-HUU et
al., 1975).

A cicloeucalenona (Figura 22) € comumente relatada na casca dos frutos da
banana Musa sapientum L. (Musaceae) (AKIHISA et al., 2010). Também ja foi

identificada em mistura no extrato hexanico de C. odorata (NOGUEIRA, 2018).

Intens, +MS, 0.8-1.0min #34-44]

42543

407.49
43941

341.47355.31

31343

505.03519.15 578.85592.96

550.81

Figura 21. Cromatograma de EMA

29
Figura 22. Estrutura da substancia 5, cicloeucalenona

Nas analises de RMN 'H (Figura 23), foi possivel observar sinais de dois
dupletos em campo alto em 610,63 d (J = 4,0 Hz) e 0,41 d (J = 4,0 Hz), coerente com
a presenca de um anel ciclopropano na substancia (Figura 24). Os sinais em 6+ 4,73
sl e 4,68 d (1,2 Hz) evidenciaram a existéncia de uma ligacdo dupla terminal (Figura
25). Também foram observados sinais tipicos de hidrogénios metilicos, ou seja, dois
sinais em simpleto (61 0,9204 e 1,0152) e quatro sinais em dupleto (&+ 0,9271; 1,0098;
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e

1,0490 e 1,0548). Nao foi observado sinal de hidrogénio carbindlico que

caracteristico do cicloeucalenol.
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Figura 23. RMN de 'H de COM-9.2 (300 MHz, CDCls) e expansdo na regido de 1,0-0,9 ppm
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Figura 25. Expansao dos hidrogénios vinilicos de dupla terminal em o+ 4,7 e 4,6 ppm
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Figura 26. RMN de 3C de COM-9.2 (75 MHz, CDCls)

O espectro de RMN 13C (Figura 26) também demonstra a existéncia de uma
ligacado dupla terminal ao apresentar um carbono desidrogenado em &c 156,8 (C-24)
e um vinilico em d¢ 105,9 (C-24’) correlacionando com os sinais em 6+ 4,73 sl (H-24’a)
e 4,68 d (J=1,2; H-24’b) observado a partir do mapa de contorno HSQC. O sinal de
um carbono metilénicos caracteristico de anel ciclopropano foi observado em &c 27,0
(C-19) que apresenta correlacao direta com dois dupletos em d1 0,63 (H-19a) e 0,41
(H-19b), confirmada no mapa de contorno HSQC. O sinal em &¢ 213,5 (C-3) confirmou

a presenca de um grupo carbonilico.
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Pela expansao do mapa de contorno HSQC (Figura 27A), foi possivel ver que
o sinal em 6H 2,24 faz duas correlacdes diretas com os carbonos em &c 33,8 (C-25) e
50,0 (C-4) indicando sobreposi¢cao de sinais. Este hidrogénio foi de grande
importancia para posicionar a dupla terminal e as duas metilas da cadeia lateral,
devido as correlagdes heteronucleares a longa distancia do hidrogénio em dn-25 (2,24)
com os carbonos &c 21,8 (C-27), 22,0 (C-26), 105,9 (C-24’) e 156,9 (C-24) como
demonstrado no HMBC (Figura 27B). O hidrogénio metinico em 0u-4 2,24 fez
correlacdo com a metila em d¢ 10,7 (C-29), com carbonila em 213,5 (C-3) e com um

carbono em 46,0 (C-5), posicionando a metila e a carbonila do anel A (Fig. 28B).
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Figura 27. Expansdes dos mapas de contorno (A) HSQC e (B) HMBC na regido de ox 2,24 ppm

Da mesma forma, o anel ciclopropanico foi posicionado no anel “B”, através da
correlagao dos hidrogénios em 610,63 e 0,41 com os carbonos em &c 24,9 (C-9), 32,8
(C-1), 46,0 (C-5) e 47,1 (C-8), as correlacbes estao apresentadas no HMBC expandido
(Figura 28A). Outras correlagdes essenciais de HSQC e HMBC sao apresentadas na
Tabela 26.
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Figura 28. Expansdes do HMBC nas regides de (A) dx 0,41 e 0,63 e (B) o1 2,24 ppm
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Tabela 26. Dados de RMN 1 e 2D, da substancia 5 (COM-9.2)

Substancia 5* Cicloeucalenona**

N° HSQC (**C —'H, J1) HMBC Khuong-Huu et al., 1975
o 8C 0 'H, mult, (J) Hz (BC — 'H, J2-33) 0 °C
1 32,8 1,88 m C-19,C-2 32,8
2 41,0 2,42m 40,8
3 2134 C-29,C-4,C-2 2122
4 50,0 2,24 m C-29,C-5,C-3 49,8
5 46,0 159 m C-29,C-4 45,9
6 25,8 1,71m 251
7 28,1 1,95m 28,0
8 47,1 1,68 m C-28 46,9
9 249 C-19,C-8 249
10 29,2 C-2 29,3
11 25,2 1,38 m C-17 25,8
12 35,4 1,33 m C-28 353
13 453 C-28,C-18,C-8 452
14 48,7 C-28, C-18, C-17 48,7
15 32,7 1,68 m C-18 32,8
16 27,1 2,04 m C-17 26,9
17 52,2 164m C-28, C-18 52,1
18 17,9 1,01s C-8 17,9
19 26,9 0,63d (3,6)e0,41d (4,1) c-8,C-1 27,1
20 36,1 1,42 m C-21 36,0
21 18,3 0,91d (6,3) 18,3
22 34,9 158 m C-21 35,0
23 31,2 2,15m C-24° i3
24 156,8 C-27, C-26, C-25, C-23 156,1
24° 105,9 4,72sle4,67d(1,2) C-25,C-23 105,6
25 33,8 2,24m C-24,C-24°,C-27,C-26 33,7
26 21,8 1,04d (6,8) C-25 21,8
27 22,0 1,04 d (6,8) C-25 218
28 19,1 0,92s C-25, C-12 19,1
29 10,7 1,00d (6,7) c-4 10,7

* CDCls, 300 MHz ** CDCls, 400 MHz

5.2.5 ldentificacéo da substancia 6

A substancia 6 (COM-11.2.2.2, 4 mg) apresentou-se como sélido branco,
com aspecto puro em CCDC. Apresentou absor¢do em UV 254 nm e quando
revelado em vanilina sulfdrica exibiu mancha roxa com Rf = 0,6 ao ser eluida duas
vezes em DCM. A anélise de EMAR no modo positivo possibilitou observar o pico
base [M+H]* m/z 425.3543, e foi sugerida a formula molecular C3oH4s0, 0 que levou
a crer que se tratava de um triterpeno (Figura 29).
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Figura 29. Cromatograma de EMAR da substancia 6 (COM-11.2.2.2)

Apbs a analise dos dados de EMAR, experimentos de RMN de 1 e 2D e
comparacao com a literatura chegou-se a conclusado que se tratava de um triterpeno
pentaciclico, derivado do multiflor-7-eno conhecido como multiflorenona (AGETA et

al., 1995; CERDAS-GARCIA-ROJAS et al., 1996).
30 29

oy

‘e

24 23
Figura 30. Estrutura da substancia 6 (multiflorenona)
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Ao analisar o espectro de RMN de 'H (Figura 31), observou-se a presenca
de um sinal em &1 5,36 dd (J = 5,9 e 2,7 Hz). Esse deslocamento quimico muito
desblindado, indica se tratar de um hidrogénio acoplado a um carbono metinico
com dupla ligagcéao, o que foi confirmado pelo mapa de contorno HSQC, onde foi
possivel identificar um acoplamento com o carbono metinico em &¢ 117,90, que foi

atribuido a posicao C-7.
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Figura 31. RMN de 'H de (COM-11.2.2.2) (300 MHz, Acetona-d6) e expansdo de &1 5,36 ppm

Pela andlise do espectro de RMN *3C (Figura 32), verificou-se a presenca de
um sinal em &c 145,7, indicando ser um carbono desidrogenado com dupla ligacéo
olefinica devido ao seu deslocamento caracteristico, o que foi confirmado pelo
HSQC e Dept-135.

Dessa forma deduziu-se que o sinal em 6c 117,9 (C-7) faria sua dupla ligagao
olefinica com o carbono em &c 145,7 ao qual fora atribuida a posicao C-8. Isso
estava de acordo com o mapa de contorno HMBC, que possibilitou a confirmacéo
da posicéo de &c 145,7 (C-8), pois, houve correlagbes com os hidrogénios em &+
1,08 da metila em dme 27,0 atribuida a posicédo Me-26, além da correlacéo do sinal
em ox 1,62 m, que esta acoplado ao carbono metilénico em d&c 18,0 que foi atribuido
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a posicao C-11, conforme as correlagdes na Figura 33 A e B. Além desses sinais,
foi possivel notar um sinal de carbono carbonilico em &c 214,3 que foi atribuido ao
C-3. Ainda se verificou a presenca de sete grupos metilicos em dwme 24,1 (Me-23),
Ome 20,8 (Me-24), dme 12,1 (Me-25), dve 27,0 (Me-26), dme 13,4 (Me-27), dve 21,3
(Me-28), dwme 21,9 (Me-29) e dwme 21,8 (Me-30) (Tabela 27).
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Figura 33. (A) Correlacbes em HMBC da substancia 6 e (B) expanséo da regido de dc 145 ppm
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Outra correlagéo importante notada em HSQC foi a do sinal em &+ 1,74 m,
que acopla com um carbono metinico em &c 52,1 atribuido a posicdo C-5. Em
HMBC este sinal apresentou correlagdes a longa distadncia com as metilas em dwme
24,1 (Me-23), dwme 20,8 (Me-24) e dme 12,1 (Me-25), com um carbono desidrogenado
em &c 47,3 atribuido a posicao C-4, além da correlagdo com um carbono metilénico

em Oc 24,1 referente a posicao C-6.

Tabela 27. Dados de RMN 1 e 2D, da substancia 6 (COM- 11.2.2.2)

Substancia 6

Bauerenona*
Ne HSQC (C —*H, J1) DEPT HMBC
& *H, mult, (3) Hz f);g 1C (BC —1H, J2-33) 5 °C ppm
1 L99m-_147m 38,1 CH; 383
) 281dd (54— 144)—2,12m 34,4 CH, c1,c3 348
3 2143 C 216,6
: 473 C 477
. 1,74m 52,1 CH C-4,C-6, Me-23, Me-24, Me-25 52,1
6 2.12m 24,1 CH; 245
; 536 dd (2.7 -59) 117,9 CH 116,4
8 1457 C 1454
) 237m 483 CH 478
10 348 c 35,2
n 1,62m 180 CH; Cc-8,C-9 17,0
1 2,07m-127s 317 CH; 32,4
13 36,8 c 37,7
14 431 c 414
15 1,54 m 338 CH; 28,9
e 2045-1,49m 27,4 CH, 37,6
17 334 c 32,0
18 2,02m 489 CH 54,9
19 2,45 dd (49— 7,1) 465 CH; C-21, Me-29, Me-30 353
20 --- 51,2 C 32,0
21 1,00 23,9 CH; 29,2
99 1295 22,4 CH, Cc-16 315
23 1,005 24,1 CH; C-3,C-4, C-5, Me-24 245
” 1,10 20,8 CH; C-3,C-4, C-5, Me-23 21,4
25 1,055 121 CH C-1,C-5,C-9, C-10 12,6
2% 1,08 27,0 CHs C-8,C-14,C-15 23,7
»7 0,89's 134 CH C-12, C-13, C-14, C-18 22,7
28 0,90l 213 CH; C-17,C-18,C-22 37,9
29 0,91 21,9 CH; C-19, C-20, C-21, Me-30 25,6
30 0,90's 21,8 CH; C-19, C-20, C-21, Me-29 22,5

* CERDAS-GARCIA-ROJAS et al., 1996.
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No caso da substancia (6) em especifico notou-se que na posicédo C-3 havia
uma carbonila (C=0), dessa forma a molécula foi nomeada como multiflorenona
(multiflor-7-en-3-ona) que tem como precursor o cation oleanil, e seus dados foram
comparados com os dados da substancia baurenona (D:C-friedours-7-en-3-ona)
que deriva do cation ursanil, e difere da multifiorenona (Figura 34) apenas pela
posicdo das metilas 29 e 30 (HMBC), assim como seus analogo dos esqueletos
ursano e oleanano (AGETA e ARAI, 1983; FRAGA et al., 2003).
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Figura 34. Mapa de contorno HMBC de 6 e a expansao da regido de &c 21 ppm

Esses esqueletos sdo incomuns na familia Meliaceae, porém, ja houveram
relatos para espécies como Acronychia baueri (Rutacea) bem como para Schinus
terebenthifolias (Anacardiaceae), que pertencem a ordem sapindales da qual fazem
parte as espécies de melidceas (CERDAS-GARCIA-ROJAS et al., 1996). A
proposta de biossintese dos esqueletos baurano e multiflorano seguem a mesma

sequéncia dos esqueletos ursano e oleano (Figura 35)
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Figura 35. (A) Estrutura quimica da substancia 6 multiflorenona, (B) baurenona

A ciclizacdo do esqualeno ocorre via o intermediario 2,3-epoxido de
esqualeno a partir da conformacao cadeira-cadeira-cadeira-bote. Apds o epdxido
ser rompido desencadeia diversas migracdes de prétons e oxidacbes na molécula,
iISSO permitem ocorrer 0 processo de ciclizacdo que é seguida por uma sequéncia
concertada de migracdes Wagner-Meerwein (W-M) até a formacdo do cétion
dammarenil (sistema de anéis tetraciclicos). Esse por sua vez € o precursor de
todos os triterpenos policiclicos que sdo antagonistas aos triterpenos derivados do
cation protosteril. Na sequéncia o carbocétion sofreu uma migracdo W-M do tipo
1,2-alquila e formou o cation secundario baccharenil, isso aliviou a tensdo gerando
um novo anel de 6 membros. Em seguida o céation secundario realizou uma
migracao do tipo W-M 1,2-alquenila, ciclizando a cadeia lateral e dando origem ao
carbocétion terciario lupenil (sistema de anéis pentaciclicos), que por sua vez
realiza 3 migracdes do tipo 1,2-hidreto para formar um novo anel de 6 membros, e
assim ocorre a transformacdo para o céation oleanil. Logo apds ocorre uma
desprotonacao dando origem a uma sequéncia de migracdes, comecando pelo tipo
1,2-hidreto, seguida das migracdes W-M do tipo 1,2 e 1,3-metila, formando o
esqueleto multifiorano, que por sua vez sofre o processo de oxida¢do do carbono
em C-3 para formar a substancia multifiorenona (Figura 36). Essa substancia ja foi
relatada na literatura para familia Euphorbiaceae em Gelonium multiflorum
(SENGUPTA & KHASTGIR, 1962) e G. aequoreum (JIANTING et al., 2012). Porém

esse € o primeiro relato para familia Meliaceae.
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Figura 36. (A) Proposta bhiossintética para a substancia 6 multiflor-7-en-3-ona

5.2.6 ldentificacédo das substancias 7 e 8

As substancias 7 e 8 (COM-13.1, 2 mg), foram obtidas na forma de um soélido
amorfo de cor branca, que em CCDC mostrou fraca absor¢cédo na luz UV 254, e
quando revelada em vanilina sulfdrica exibiu uma mancha roxa clara, com Rf=0,6
ao utilizar o sistema ternario de eluicdo DCM:AcOEt:Acetona (8:1:1).

A partir dos dados analisados chegou-se a conclusdo de que a substancia
investigada se tratava de uma mistura epimérica de a e B-melianona (7 e 8), onde
0 menor deslocamento quimico de C-21 é atribuido a substancia 7 a-OH (alfa
orientado), enquanto que o maior foi direcionado para substancia 8 8-OH (beta
orientado) (HAYASIDA, 2011, Figura 37).

(7) 21-a-OH (21-a-melianona)
(8) 21-B8-OH (21- B-melianona)

28 29
Figura 37. Estrutura quimica das substancias 7 e 8

A andlise do experimento de RMN de *H (Figura 38) nos permitiu observar

sete sinais de metilas em simpletos na regido entre on 1,32 e 0,85, aléem da
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presenca de um simpleto largo em dn 5,33 s que integrou para dois, o que foi
confirmado posteriormente pela analise do mapa de contorno HSQC acoplando
com dois carbonos olefinicos em &c 118,1 e 118,2, sendo o primeiro mais intenso,
e foram atribuidos a posicéo C-7, caracteristicos de uma mistura epimérica em anel
tetraidrofurano. Também foi possivel notar sinais em &+ 5,32 s e 5,38 s, acoplando
respectivamente, com os carbonos metinicos em &c¢ 97,8 e 101,8 (Figura 39), que
apresentaram intensidade de um para meio e foram atribuidos a posi¢cdo C-21
(Tabela 28). Esses dados indicaram que se tratava de uma mistura de triterpenos.
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Figura 38. RMN *'H das substancias 7 e 8 (300 MHz, CDCIs3) e expansao de on 5,38-5,32 ppm

O espectro de RMN de 3C (Figura 40) corrobora com a ideia de se tratar de
uma mistura epimérica apresentando duplicidade de sinais incluindo os sinais
tipicos de dupla ligagdo de um triterpeno com esqueleto tirucalano. Na cadeia
lateral foi observado a presenca de grupo hemiacetal evidenciado pelos sinais em
Oc 97,8 e 101,8 (C-21), e os sinais em 6c 67,7 e 65,3 (C-24) e 58,1 e 57,3 (C-25)

gue sao caracteristicos de um grupo 24,25-epoxifindissona (Figura 41A).
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(7) 21-a-OH (21-a-melianona)
29 (8) 21-B8-OH (21- B-melianona)

(7) HMBC (21-a-melianona)
28 0 (8) HMBC (21- B-melianona)

Figura 41. (A) estrutura quimica das substancias 7 e 8; (B) correlagces em HMBC para 7 e 8

No mapa de contorno HMBC (Figura 42) foram observadas as correlacdes

entre os hidrogénios das metilas em &+ 1,04 s (Me-28) e 1,11 s (Me-29) com 0s

carbonos carbonilicos em &c 216,9 e 216,8 (C-3). Na cadeia lateral observou-se as

correlag6es dos hidrogénios metilicos em 61 1,31 s (Me-26) e 1,32 s (Me-27), com

os carbonos metinicos em &c 67,7 e 65,3 (C-24), conforme mostrada na Figura 41B.
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Tabela 28. Dados dos experimentos 1 e 2D das substéncias 7 e 8 comparados com a literatura

- HSQC (°C —H, J1) SUBST. 66 7 HMBC melianona (NTALLI et al., 2010)

o H, mult, (J) Hz 0 C ppm (BC-1H, J3) 0 *H, mult, (J) Hz o C ppm
1 1,09 m/ 1,46 m 38,49/ 38,46 C-3,C-10, C-19 385
2 tdraean 39 C1,C10 a6 s 1
3 216,9/ 216,8 216,8/216,7
4 478 478
5 175d (5,2) 52,4/52,3 C-4,C-9 1,82m 52,4/52,4
6 210m 24,3 1,70m 23,2
7 5,32 sl 1182/118,1 5,28 sl 118,1/118,0
8 1457/ 1455 145,7/145,6
9 2.35m 48,3/ 483 49,6/48,4
10 35,1 34,9
11 160m 17,7 Cc-13 17,7
12 1,39 /2,14 m 35,2 C-14, C-11, C-18 35,1
13 43,7/ 435 435
14 51,0/50,7 50,8/50,4
15 157m 34,2 C-8, C-13, C-14, C-16 34,3
16 1355/1,92 m 27,3272 C-16 27,4273
17 2,04 m/ 2,08 m 47,0452 C-13, C-21 2,03 m/ 2,06 m 47,1/45,2
18 0,855 23,2 C-14,C-17 0,805/ 0,85's 12,7
19 1,02 12,7 C-1,C-5,C-9, C-10 24,0
20 1,80 m/ 2,26 m 50,4/ 49,6 33,9/31,9
21 5352'3[18 (Sé'g) %)H 101,8/97,7 C-23,C-22 97,7/101,8
22 2,04 m/ 1,75 m 31,4/316 C-21, C-17 31,5/31,3
23 ggg /o 77,2 78,4 C-24,C-22 3,88 m/3,84m 77,0784
2 3:% g g:gg 67,7/ 65,2 C-26,C-25, C-23 2217%((77%))’ 67,7/65,3
25 58,0/ 57,3 57,9/57,2
26 1325 25,0/ 24,9 C-27, C-25, C-24 1295/1,28s 25,0124,
27 132 19,4/192 C-26, C-25, C-24 1265 19,4/19,2
28 1,055 245 C-3,C-4,C5 0,975 241
29 1125 215 C-3,C-4,C5 0,985 21,5
30 1,045 274 C-8,C-14, C-15 1,008/1,07s 22,6

Essa mistura tem sido identificada com frequéncia em espécies como,

Guarea grandiflora (JIMENEZ et al., 1998), G. convergens (HAYASIDA, 2011),
Trichilia reticulata (HARDING et al., 2001), Melia toosendan (NAKANISHI et al.,
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1986), M. azedarach (NTALLI et al., 2010), Swietenia mahagoni (VENI et al., 2020),

gue pertencem a familia Meliaceae.

5.2.7 ldentificacdo da substancia 9

A substancia 9 (COM-13.$.2, 15 mg), foi isolada na forma de um sélido
branco. Em CCDC demonstrou-se possuir absorcao intensa na luz UV em 365 nm,
depois de revelada em vanilina sulfarica exibiu mancha roxa, com Rf = 0,26 quando
eluida em Hex:AcOEt (9:1).

O Cromatograma de EMAR (Figura 43), em modo positivo, apresentou um
sinal em m/z 427.50 correspondente ao pico [M+H]*, que aliados aos dados
espectrais de RMN, possibilitou propor a formula molecular C3oHsoO para a
substancia 9. Ao comparar com os dados da literatura, pode-se identificar a
substancia 9, como sendo o cicloeucalenol (Figura 44) (KIKUCHI et al. 1986).

1
Intens. +MS, 0.2-0.7min #7-29

1.2 409.52

427.48

0.81

0.6

0.4+
439.42

0.21 313465, 47341.57355.44 393.51

481.38

L'ﬁ?@%’r 3. Crom, 'éi\h"'ﬁb"t?ébé"ééﬁf ettt
No espectro de RMN 'H (Figura 45), observou-se a presenca de sinais
caracteristicos de um anel ciclopropanico em 61 0,39 d (J =4,0 Hz) e 6+ 0,16 d (J
= 4,0 Hz), que foram atribuidos a posicdo H-19 e que sdo muito comuns aos
triterpenos do tipo cicloartanico. Também pbde-se notar a presenca de dois
hidrogénios vinilicos em o1 4,67 d (1,3 Hz) e 4,72 sl, que sao bastante relatados na
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literatura pertencendo a um carbono de dupla ligacéao terminal, esses sinais foram

Figura 44. Estrutura quimica da substancia 9 (cicloeucalenol)

atribuidos a posicédo H-24'.
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Tabela 29. dados dos experimentos 1 e 2D da substancia 9 comparados com a literatura

HSQC (®C-1'H,J1)* COM-13.$.2 Cicloeucalenol **
No 6 13C 6 13C
& ™H, mult, (3) Hz HMBC (2C — 'H, J2-3) * & ™H, mult, (3) Hz
ppm ppm
1 30,7 30,8
2 348 349
3 765 322m C-29; C-5; C-3 76,6 3,21 ddd (10,5: 9,0; 4,5)
4 445 118m 446
5 433 434
6 246 24,7
7 251 25,2
8 468 469
9 235 236
10 205 20,6
11 26,9 27.0
12 328 1,63t (7,1) 32,9
13 453 454
14 488 490
15 349 35.4
16 281 281
17 52,2 i
18 17.8 0,98s 17.8 097s
0,16 d (4,0) C-9; C-19; C-1; C-5; C-8 0,14 d (4,0)
1 27,2 0.39 d (4.0) C-9; C-19; C-10: C-1; C-8 22 0.38 d (4.0)
20 36,1 36,2
21 183 0,91d (6,3) C-22; C-20 & C-17 184 0,89d (6,5)
22 5.3 35,1
23 313 31.4
24 1569 156,8
, 4,72l C-23: C-25 4715l
24 105,9 467d(13) C-23 C-25 M5 4,66d (1,0)
25 33,7 2,24 sept C-26; C-23; C-24’; C-24 33,9 2,23 sept
26 220 1,05d (6,8) Cl24: Cl27eC25 22,0 1,02d (7.0)
27 218 104d (6.8) C-24: C-26 ¢ C-25 21,9 1,03d (6.7)
28 191 0,90's C-15; C-14, C-13¢ C-8 19,2 0,89
29 14.4 1,01d (6,3) C-5.C-3 144 0,98d (7,0)
* CDCls, 300 MHz ** CDCls, 400 MHz ** (KIKUCHI et al., 1986)

Em andlises dos espectros de RMN 13C (Figura 46), foi possivel confirmar a
ocorréncia de um unico triterpeno, pois, foram observados apenas 30 sinais, sendo,
6 para carbonos metilicos, 12 carbonos metilénicos, 7 carbonos metinicos e 5
carbonos desidrogenados, esses ultimos sdo ausentes no DEPT-135.

O sinal de carbono metilénico do anel ciclopropanico foi confirmado pelas
correlagdes heteronucleares entre d¢ 27,2 (C-19) com os dois sinais em &+ 0,16 e
0,39, apresentadas no espectro de HSQC (Figuras 47). Da mesma forma, o
carbono vinilico de dupla terminal em &¢ 105,9 (C-24’) fez correlagéo direta com os
hidrogénios em du 4,67 e 4,72. O sinal em &c 79,5 (C-3) acoplou ao sinal em dH
3,22. A partir desses dados pdde-se inferir que a estrutura quimica investigada,
tratava-se de um triterpeno cicloartanico com um grupo hidroxila acoplado ao

carbono C-3.
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Figura 46. RMN 13C da substancia 9 (75 MHz, CDCls)
Figura 47. HSQC da substéncia 9 (75 MHz, CDClz)



No mapa de contorno HMBC (Figura 48) foi possivel confirmar o
posicionamento da dupla terminal na cadeia lateral, pela correlacdo a longa
distancia do sinal em &n 2,24 (H-25) com os carbonos &c 22,0 (C-26), 31,3 (C-23),
105,9 (C-24’) e 156,9 (C-24). O anel ciclopropanico foi posicionado no anel “B”,
devido a correlagéo entre os sinais em ou 0,16 (H-19a) e 0,39 (H-19b) com os
carbonos em &c 23,5 (C-9), 27,2 (C-19), 29,5 (C-10), 43,3 (C-5) e 46,8 (C-8). J4 o
hidrogénio metinico em du 1,18 (H-4), se correlacionou aos carbonos em &c 14,4
(C-29), 43,3 (C-5) e 79,5 (C-3), posicionando assim, a metila e o carbono

carbinélico do anel A.
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Figura 48. HMBC da substancia 9 (75 MHz, CDCls)

Em estudos prévios, o cicloeucalenol demonstrou possuir atividade de
inibicdo do crescimento fungico, nas concentracdes entre 100 a 200 uyg/mL, contra
as espécies fungos da madeira: Aspergillus fumigatus, Coniophora puteana,
Fibroporia vaillantii, Phaeolusschweinitzii e Rhizopussp (EKHUEMELO et al.,2019).
Também demonstrou possuir atividade contra Spodoptera frugiperda, com 50% de

inibicdo do crescimento (ICso) em 7,7 ppm (DA-SILVA et al., 1999). Esse triterpeno
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€ bem comum em espécies do género Cedrela (DE-PAULA et al., 1997,
NOGUEIRA et al., 2020 e VASQUEZ-RUIZ et al., 2022).

5.2.8 ldentificacdo das substancias 10 e 11

A fracdo COM-16H.3.8.7.5 (6 mg), denominada de substancias 10 e 11,
demonstrou possuir aspecto oleoso, cor laranja claro, apolar, cheiro forte
amadeirado. Em CCDC apresentou-se pura como uma mancha unica de cor violeta
ao ser revelada em vanilina sulfurica e uma florescéncia visivel em luz UV com
comprimento de onda de 254 nm.

As analises 1D e 2D aliadas aos dados de EMAR, possibilitaram a
identificacdo da mistura de dois diastereoisdbmeros pertencentes a classe dos
poliacetilenos e foram comparados com os dados de RMN 'H e 3C do
diidropanaxacol (FUJIMOTO e SATOH, 1987) conforme Tabela 30. Esses
poliacetilenos foram identificados como 4,6-heptadecadiine-33,93,10a,118-tetraol
(10) e 4,6-heptadecadiine-33,96,108,11a-tetraol (11), respectivamente (Figura 49).

OH OH

H

-ulllllo

Figura 49. Estrutura quimica proposta aos epimeros de poliacetilenos 10 e 11

No espectro de RMN *H (Figura 50), observou-se a presenca de um sinal em
on 4,29t (J = 6,0 Hz), caracteristico de hidrogénio oximetinico, que foi atribuido ao
H-3, esse sinal € comum na classe dos poliacetilenos Ci7. Outros trés sinais
oximetinicos foram observados em 6+ 4,08 m (H-9), 3,39t (J = 3,4 Hz, H-10) e 3,86
sex (J = 2,8 Hz, H-11). Também pbde-se notar a presenca de apenas dois sinais
de hidrogénios metilicos em 61 0,96t (J = 7,4 Hz, H-1) e 0,88 t (J = 6,6 Hz, H-17).
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O COSY possibilitou a confirmacéo dos acoplamentos desde H-8 - H-17, bem como
os de H-1 - H-3 (Figura 51).
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Figura 51. Correla¢bes observadas em HMBC e COSY

O experimento de NOESY (Tabela 30) permitiu verificar os acoplamentos
espaciais entre os hidrogénios H-1 com H-2 e H-3, além dos acoplamentos de H-
12 com H-9, H-10 e H-11. Ao analisar os dados de RMN *3C (Figura 52), foi possivel
notar a presenca de quatro sinais de carbonos quaternarios aparecendo duplicados
emdc a78,9e (79,2 (C-4), 869,38 e a69,32 (C-5), 66,5 e a66,4 (C-6), 878,99

e a 78,94 (C-7), esses deslocamentos ndo sdo muito comuns, porém para a classe
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dos poliacetideos eles sdo um dos principais indicativos da presenca de triplas

ligacbes. Além desses sinais, observou-se outros quatro sinais de carbonos

oximetinicos em &c 63,8 (C-3), 70,1 (C-9), a 75,2 e B 75,7 (C-10), 8 72,8 e a 72,2

(C

11). Esses dados foram confirmados pelo experimento de DEPT-135 (Fig. 53).
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Os dados do mapa de contorno HSQC (Figura 54) possibilitou a confirmacao
dos os acoplamentos dos 4 hidrogénios oximetinicos em &u 4,29 (H-3), 4,08 (H-9),
3,39 (H-10) e 3,86 (H-11) com seus respectivos carbonos em &c 63,8 (C-3), 70,1
(C-9),a75,2e 75,7 (C-10), 72,8 e a 72,2 (C-11). Também foi possivel notar os
acoplamentos dos 2 hidrogénios metilicos em &1 0,96 e 0,88 com os carbonos em
0c 9,8 (Me-1) e 14,4 (Me-17), além disso, observou-se um sinal duplicado em &1 a
255dd(J=6,6e17,1Hz)e 82,67dd (J=6,4 e 17,1 Hz), correlacionando-se com
o sinal dos carbonos metilénicos em &c a 25,1 e B 25,2 atribuidos a posi¢ao C-8.

No mapa de contorno HMBC (Figura 55), pode-se notar as correlacdes entre
o hidrogénio em &n 4,29 (H-3) com os sinais dos carbonos vizinhos em &c 9,8 (Me-
1),31,7 (C-2),a78,9e 79,2 (C-4), 369,38 e a 69,32 (C-5), 66,5 e a 66,4 (C-6).
Além dessas correlagdes, também apresentou a correlacédo entre os sinais em OH
a 2,55 e B 2,67 (H-8) com os carbonos vizinhos em &c 8 66,5 e a 66,4 (C-6), 8
78,99/ a 78,94 (C-7), 70,1 (C-9), a 75,2 e B 75,7 (C-10), B 72,8 e a 72,2 (C-11)
esses dados foram imprescindiveis para posicionar as triplas ligacbes entre os
carbonos oximetinico em (C-3) e metilénico em (C-8) conforme Figura 51.

Figura 54. Mapa de contorno HSQC das subst. 10 e 11 (75 MHz, Acetona-d6)
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Tabela 30. Dados dos experimentos 1 e 2D das substancias 10 e 11

HSQC (**C —'H, J1)* HMBC* COSY* NOESY* dihydropanaxacol**

A 0 *H, mult, (J) Hz 0 B°C ppm (**C -H, J3) 'H-'H 'H-'H oH o °C
1 0,96t (7.4) 9,8 Me C-2,C3 H-2 H-2, H-3 1,02t (7,3) 94
2 1,65m 31,7CH, C-1,C-3,C-4 H-1, H-3 H3 1,74m 30,7
3 4,29t (6,0) 63,8 CH c1cgzc<é4 H-2 H-1, H-2 437(6,4) 63,9
4 a 78,99/ 379,27 C 773
5 69,38/ 069,32 C 69,6
6 66,5/ a66,4C 66,5
7 78,99/ 078,94 C 77,6

@2,55dd (6,6 e 17,1) C-6,C-7,C-9, 2,57 dd (6,4 € 16,9)
8 poerddeae1ry) ¢ 2DUA252CH: C-10, C-11 H-9 H10 Ssodd(s6e169)  2H°
9 4,08 m 70,1 CH c-7,C-8 H-8, H-10 H-12 364 m 72,2
10 333d (7.1) 75,2/ $ 75,7 CH C-8,C-11,C-12  H-9, H-11 H-12 3,59 m 73,1
ﬂ 339t (3'4) a lo, ) i ) ) ) )
1 /13,86 sex (2.8) B72,8/ ¢ 72,2 CH Cc-10 H-10,H-12  H-12 1,50 m 31,9
@3,62m
pL172m-1,39m : ) ) H-9, H- )

12 iR B 34,8/ a 34,5 CH, C-10 HALH13 R 1,2-14br, m 25,6
13 «l132m/153m 26,46/ . 26,40 CH, c-11 H-12, H-14 29,6
14 2,055-1,28m 30,2 CH, c-15 H-13, H-15 293
15 1,30m a 32,70/ § 32,74 CH, C-16, C-17 H-14, H-16 335
16 1,30m-0,88'm £23,39/ a 23,37 CH, C-15, C-17 H-15, H-17 227
17 0,881 (6,6) 14,4 Me C-15, C-16 H-16 0,881t (7,1) 14,1

* Acetona-d6, 500 MHz

** CDCls, 400 MHz (FUJIMOTO e SATOH, 1987)
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O cromatograma de LC-MS (Figura 56A) apresentou dois picos majoritarios
com tempos de retencdo muito proximos, entre 6 e 8 min., indicando se tratar de
uma mistura. Ao analisar-se os dados de EMAR em modo positivo (Figura 56B),
observou-se um pico correspondente ao pseudo-ion [M+H]* m/z 297.2053 e foi
proposto a formula molecular dos epimeros como sendo Ci7H2804. Ao analisar as
fragmentacdes pode se observar que o sinal do pseudo-ion m/z 319.1879,
corresponde ao adulto de sodio (Na) [(M+H)+Na]*. Outro pseudo-ion m/z 279.1956
que indica a perda de agua [(M+H)-H20]* correspondente a uma desidratacdo da
molécula, em seguida outro pico m/z 261.1837 que indica mais uma perda de agua
[(M+H)-H20]*. Essa proposta de fragmentacdo esté ilustrada na Figura 57. Com
base nesses dados de massas foi possivel inferir se tratar de uma substancia

pertencente a classe dos poliacetideos de cadeia linear Caiy.
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Figura 56. Cromatogramas (A) do LC-MS (B) de EMAR para as substancias 10 e 11
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Figura 57. Proposta de fragmentagfes nas substancias 10 e 11

Recentemente foram identificados alguns poliacetilenos na familia
Meliaceae, isoladas nos géneros Swietenia (Ml et al., 2019; WAKABAYASHI et al.,
1991), Toona (WANG et al., 2018; NING et al., 2011) e Khaya (WANG et al., 2014,
ZHANG et al., 2012). Este, porém é o primeiro registro do isolamento de um

poliacetileno para o género Cedrela, além de serem inéditos na literatura.

5.2.9 ldentificacdo da substancia 12

A substancia 12 (COM-17.11.11, 13 mg) se apresentou com um soélido
amorfo, com baixa absorcdo em UV 254 e quando revelado com vanilina sulfurica,
em DCM:MeOH 95:5, se tornou uma mancha purpura com um leve rastro (Figura

58), a substancia foi submetida a analise de RMN 1H.

.....

Com base nas anélises dos dados de RMN uni e bidimensionais, foi possivel
elucidar a substancia (12) majoritaria como sendo a 7-hidréxi-3’,4’-dimetoxi-
isoflavanona (Figura 59), que esta sendo descrita pela primeira vez na literatura.

95



Figura 60. RMN !H da substancia 12 (500 MHz, CDCIls) e ampliagéo de 7,5-6,7 ppm

O espectro de RMN 'H (Figura 60) apresentou seis sinais referentes a
hidrogénios de anéis aromaticos em &1 7,54 dd (J =8,7 e 1,9 Hz; H-6); 6,85d (J =
8,7 Hz; H-5), 7,53 d (J = 1,9 Hz; H-8) atribuidos ao anel A e os sinais em & 6,80
dd J =8,1e 1,9 Hz; H-6); 6,86 d (J = 8,1 Hz; H-5) e 6,71 d (J = 1,9 Hz; H-2)
atribuidos ao anel B.

Verificou-se também, dois simpletos integrando para trés hidrogénios em o+
3,89 s e 3,83 s atribuido a grupos metoxila (OMe). Ainda se notou a presenca de
um duplo dupleto referente ao hidrogénio metinico em du1 4,67 dd (J = 8,3 e 4,9 Hz;
H-3), além do sinal do hidrogénio metilénico em dn 4,22 dd (J = 11,2 e 8,3 Hz; H-
2).

No experimento de RMN 13C, foram considerados para compor a molécula

apenas 17 carbonos (Figura 61), pois os demais sinais apresentaram baixa
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intensidade o que indicou que havia uma mistura minoritaria na amostra, o que ja
tinha sido observado pelo rastro verificado na revelacdo com vanilina sulfarica em
CCDC (Figura 58, pag. 95).

Foi observado um sinal em &c 198,6 (C-4), caracteristico de carbono
carbonilico, além de um sinal metinico em &c 55,4 (C-3) e um metilénico em &c¢ 65,3

(C-2), indicando a presenca do anel C de uma isoflavanona.

1398
4740

198.6130
146.5239
145.1314
56.0985
55.9642
55.4886

129
128

X
/
124

_~150.5540
“-146.9%01
—114
~~113
wllo

110
—65.3119
N

T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 Ppm

Figura 61. RMN 13C da substancia 12 (125 MHz, CDCls)
Os dados do mapa de contorno HSQC corroboram para definir que se tratava

de uma isoflavanona, pois possibilitaram observar as correla¢cdes dos hidrogénios
aromaticos do anel A em dn 7,54 (H-6) com o carbono em &¢ 124,4, o sinal em &H
7,53 (H-8) com o carbono em &c 110,6 e o sinal em &n 8,85 (H-5) com o carbono
em Oc 113,9. Esse experimento também mostrou a correlagdo dos sinais
aromaticos do anel B em 61 6,80 (H-6") com &c¢c 121,5, do sinal em &x 6,86 (H-5’)
com &c 114,9 e do sinal em &+ 6,71 (H-2") com o carbono em &¢ 110,1 (Figura 62)
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Figura 62. Mapa de contorno HSQC da substancia 12 (500/125 MHz, CDCIs)

Pelo DEPT-135 (Fig. 63) pode-se confirmar o sinal do carbono metilénico em
Oc 65,3 (C-2) e a auséncia de sete sinais em dc 198,6 (C-4); 150,5 (C-7); 146,9 (C-

3’); 146,5 (C-9); 145,1 (C-4’); 129,1 (C-10); 128,4 (C-1’), desidrogenados.
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Figura 63. Espectro de DEPT-135 da substancia 12 (125 MHz, CDCls)
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O mapa de contorno HBMC (Figura 64) foi fundamental definir que o anel B estava

ligado a posicéo C-3 (iso) do anel C. Observou-se a correlacdo entre o sinal em &x
4,67 (H-3) com os carbonos em dc¢ 198,6 (C-4); 128,4 (C-1°); 121,5 (C-6’); 110,1 (C-

2’) e 0 65,3 atribuido ao C-2.

814,67
(H-3)
ppm

Figura 64. Mapa de contorno HMBC da substancia 12 (500/125 MHz, CDClzs)

Tabela 31. Dados dos experimentos 1 e 2D da substancia 12 (500/125 MHz, CDCls)
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99



5.2.10 Identificacdo da substancia 13

A substancia 13 (COM-18.1, 13 mg), apresentou-se como cristais branco
transparente com absorcdo em UV 254 nm mancha roxa apdés revelada em vanilina
sulfarica. Forneceu um espectro de massas ESI (+) que apresentou um pico em
m/z 469.2230 [M+H]* (Figura 65), correspondente ao ion pseudo-molecular,

condizente com a formula molecular C27H3207.
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Figura 65. Cromatograma de EMAR para substancia 13

Os dados de RMN de H, 13C, DEPT-135, HSQC, HMBC (Tabela 32) e
EMAR e foram similares aos reportados na literatura e proporcionaram a
identificacdo da substancia 13 como sendo mexicanolida (Figura 66), que ja havia
sido isolada no extrato hexanico e tem ocorréncia comum em diversos géneros de
Meliaceae (VASQUEZ-RUIZ et al., 2022; NOGUEIRA et al., 2020; GOVINDACHARI
& KUMARI, 1998; BRAY et al., 1990 e SANNI et al., 1987) também identificada em
madeira de C. odorata (BEVAN et al., 1965, NOGUEIRA et al., 2022).

Figura 66. Estrutura quimica da substancia 13 (mexicanolida)
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O espectro de RMN 'H (Figura 67) apresentou quatro sinais referentes a
hidrogénios de grupos metilas em dn 1,21 s (H-19), 0,97 s (H-18), 0,95 s (H-29) e
0,84 s (H-28). Verificou-se também, um simpleto integrando para trés hidrogénios
em On 3,68, atribuido uma metoxila (MeO), sinais referentes aos hidrogénios do
anel furano B-substituido em &n 7,55t (J = 0,6 Hz, H-21), 7,37 t (J = 1,6 Hz, H-23)
e 6,46 dd (J =1,6 e 0,6 Hz, H-22), em 6n 5,23 s, caracteristico de hidrogénio
oximetinico que foi atribuido a H-17.
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Figura 67. Espectro de RMN H de COM-18.1 (300 MHz, CDCls)

O espectro de RMN 13C (Figura 68) revelou a presenca de duas carbonilas
de cetona em &¢ 211,0 (C-3) e 212,9 (C-1), uma carbonila de lactona em &c 169,9

(C-16), uma dupla ligagao tetrasubstituida em &c 133,7 (C-14) e 125,2 (C-8),
observados através do DEPT 135 (Figura 69).
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Figura 69. DEPT-135 de COM-18.1 (75 MHz, CDCls)
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No mapa de contorno HSQC (Figura 70) verificou-se que o sinal de

hidrogénio em & 5,23 correlacionou-se com o sinal em &c 80,6 (C-17).

84 7,54 1 7,37 OH 6,46 &1 5,23
(H-21) (H-23) (H-22) (H-17)
LI . 1 A A e Nt A A

"y - 20

- - 40

- 60

et | 5 80,6

- 80

8¢ 109,9

120

Oc 141.5
-
8¢ 142,7

140

160

Figura 70. Mapa de contorno HSQC de COM-18.1 (300/75 MHz, CDCls)

Pela anélise do HMBC (Figura 71) pode-se visualizar as correla¢des do sinal
em On 5,23 com os sinais em dc 141,5 (C-21), 133,7 (C-14), 120,2 (C-20), 109,9
(C-22), 37,9 (C-13) e 17,3 (Me-18). Verificou-se ainda outras correlacées
importantes para o sistema biciclico do esqueleto mexicanolideo, os dois
hidrogénios diastereotopicos: em 61 3,25 (H-30a) com os deslocamentos em &c¢
133,8 (C-14), 125,3 (C-8), 50,4 (C-9), em dn 2,35 (H-30b) com os sinais de carbonos
Oc 211,0 (C-3), 133,8 (C-14), 125,3 (C-8) e 58,0 (C-2). Correlagdes do sinal em &n
3,22 (H-2) com os carbonos em &¢c 213,0 (C-1), 211,0 (C-3); 133,8 (C-14), 125,3
(C-8) e 50,4 (C-9) confirmando o fechamento do biciclico.
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Figura 71. Mapa de contorno HMBC de COM-18.1 (300/75 MHz, CDCls)

Tabela 32. Dados dos RMN de 1H e 13C da substancia 13

Ne 3 *H, mult, (J) Hz FEo HMBC
1 212,9
2 3,21s 57,9 C-1,C-3, C-8, C-9, C-10, C-14, C-30
3 211,0
4 49,3
5 2,74dd (7.9 e 4,9) 40,0 C-6,C-7, C-9, C-10, C-28
6a 2,46 d (4,9)
o 2494(79) 32,2 C-4,C-5,C-7, C-10
7 173,5
8 125,2
9 2,10d (5,6) 50,4
10 54,2
11 1,86 m 18,5 C-10, C-12, C-17
12a 1,86 m
129b N 287 C-10, C-13, C-17
13 37,9
14 133,7
15a 3,461 (L7)
155 2441 (22) 32,9 C-8, C-14, C-16
16 169,9
17 5235 80,6 C-13, C-14, C-18, C-20, C-21, C-22
18 0,97s 173 C-12, C-13, C-14, C-17
19 121s 178 C-1,C-5, C-9, C-10
20 120,2
21 7541 (0,7) 1415 C-20, C-22, C-23
22 6,46 dd (1,6 € 0,7) 109,9 C-20, C-21, C-23
23 7,37t (L6) 142,7 C-20, C-21, C-22
28 084s 17,9 C-3,C-4, C-5, C-29
29 0,955 21,8 C-3,C-4, C-5, C-28
30a 3,22dd (21,8 e 3,0)
20h S 36,4 C-2,C-3,C-8, C-9, C-14
OMe 3,695 52,2 c-7

* As correlagGes a J* foram verificadas pelo mapa de correlagdes HSQC.
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5.2.11 Identificacdo da substancia 14

O substancia 14 (COM-19.1, 10 mg) solido branco, apresentou EMAR no
modo positivo de ionizacdo o pico [M+H]* m/z 483.2396 (Fig. 72) sugerindo a

formula molecular C2sHz407.

i 200 220 240 260 360 Wavelength [nm]
! Intens. +MS, 4.9-5.1min #292-303
1ox108

1 1.51

1

1

i

! 1.0

1 423.2180

] 0.5

! 165.0348 328.1441  395.2225 743.3294

! 0.0 Lkl b it oy l L A L :

H 200 300 400 800 m/z
1

1

Figura 72. Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo de COM-19.1

Os dados de RMN *H e 3C foram similares aos reportados na literatura e
permitiram identificar a substancia 14 como sendo o limonoide conhecido como
gedunina (Figura 73) em madeira de C. odorata enxertada em Toona ciliata var.
australis (DE-PAULA, et al., 1997) e no extrato hexanico de residuos madeireiros
de C. odorata (NOGUEIRA et al., 2022).

Figura 73. Estrutura quimica da substancia 14 (gedunina)

O espectro de RMN *H (Fig. 74) mostrou os sinais caracteristicos do anel
furanoem 1 7,41 d (J = 1,4 Hz; H-21 H-23) € 6,34 t (J = 1,4 Hz; H-22), além dos
sinais de simpletos em &1 3,71 s (H-15) e 5,56 s (H-17) caracteristicos de anel D o6-
lactonico. Notou-se ainda a presenca de dois dupletos em é4 7,08 € 5,89d (J =10,1
Hz), caracteristicos de uma ligagdo dupla conjugada a uma carbonila no anel A, os
quais foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-1 e H-2, um duplo dupleto em
o4 5,03 dd (J = 10,83 e 4,56 Hz; H-7), caracteristico de um hidrogénio
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acetoximetinico, um simpleto em &1 2,14 caracteristico de metila em grupo acetato

confirmados no COSY (Fig. 75).
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Figura 74. Espectro de RMN H da substancia 14 (500 MHz, CDCls)
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Figura 75. COSY da substancia 14 (300 MHz, CDCls)
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O RMN *3C (Fig. 76) mostrou sinais em dc 141,0 (C-21), 143,1 (C-23), 120,2
(C-20) e 109,8 (C-22) caracteristicos do anel furano. Além de sinais em &c 70,5 e
54,0 compativel com um epoxido entre C-14 e C-15 respectivamente. Em &c 156,6
e 126,4 estes sinais foram atribuidos aos C-1 e C-2 respectivamente, que séo
caracteristicos de carbonos hidrogenados da dupla ligacéo préxima a carbonila em
dc 204,0 (C-3), o que também foi observado através do DEPT 135 (Fig. 77).

No HSQC (Fig. 78) foi possivel observar as correlacdes entre 0s sinais em
OH 7,41 (H-21 H-23) e 6,34 (H-22) com os sinais em &c 143,1 (C-23), 141,1 (C-21),
e 109,8 (C-22), confirmando a presenca do anel furano. Também foi mostrado a
correlagcéo entre os sinais &1 5,56 (H-17) e 3,70 (H-15) com os sinais em 6c 78,1

(C-17) e 54,0 (15) caracteristicos do anel D é-lactdnico.

—170.36
T167.27

Figura 76. Espectro de RMN 13C da substancia 14 (125 MHz, CDCls)
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Figura 78. Mapa de contorno HSQC da substancia 14 (300/75 MHz, CDCls)
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No HMBC (Fig. 79) pode-se notar a correlagdo do sinal em &n 5,56 (H-17)
com os sinais em &c 20,0 (C-18), 39,0 (C-13), 70,5 (C-14), 109,8 (C-22), 120,2 (C-
20) e 141,0 (C-21). As atribuicOes dos sinais de H-15 e H-17 e a presenca do anel
D &-lactbnico com um epoxido entre C-14 e C-15 foram confirmadas através das

correlacdes observadas no HMBC conforme a Tabela 33.
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Figura 79. Mapa de contorno HMBC da substancia 14 (500/125 MHz, CDClzs)
Tabela 33. Dados dos RMN de 'H e 13C da substancia 14 em CDCls
N° 4 *H, mult, (J) Hz aBC HMBC
1 7,08d (10,1) 156,6 C-3,C-5,C-10
2 5,89 d (10,1) 126,4 C-4,C-10
3 204,0
4 44,6
5 2,02s 45,1
6 1.97m 25,5 C-10
7 5,03 dd (10,8 e 4,5) 77,9 C-6, C-8, C-14, C-30
8 43,9
9 1,255 29,7 C-17, C-14, C-13,C-12
10 39,6
11 1,95m 16,7 C-17,C-18
12 1,85m 29,2 C-17,C-14
13 39,0
14 70,5
15 371s 54,0 C-16, C-14
16 167,2
17 556s 78,1 C-21, C-20, C-22, C-14, C-13, C-18
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18
19
20
21
22
23
28
29
30

OCOMe

OCOMe

1255 20,0
1,20s 20,0
120,2
7.41d(1,3) 1410
6,34t (1,3) 1098
7.41d(1,3) 1431
116 275
1,09s 211
1145 14,0
170,3
2145 214

C-17,C-14,C-13,C-12
C-1,C-5,C-10

C-23, C-21, C-20, C-22
C-23,C-21,C-20
C-23, C-21, C-20, C-22
C-29,C-4,C-5,C-3
C-28,C-4,C-5,C-3
C-14,C-7

OCOMe

5.2.12 Identificacdo das substancias 15, 16 e 17

As substancias 15 (COM-19.2), 16 (COM-19.4) e 17 (COM-19.5) se

apresentaram como cristais brancos, com leve absor¢cdo em luz UV 254 nm e

manchas roxo-azulado quando revelados em vanilina sulflrica, semelhantes a
gedunina (COM-19.1) quando comparados em CCDC eluidos DCM:MeOH 98:2

(Figura 80).
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Figura 80. CCDC de COM-19.1, COM-19.2, COM-19.4 e COM-19.5

Quando comparados aos dados de RMN !H da gedunina apresentaram

leves diferencas indicando se tratarem de substancias distintas, porém com

esqueletos semelhantes (Figura 81 e 82, Tabela 34).
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Figura 81. Estrutura quimica das substéncias 15, 16, 17 e a gedunina.
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Figura 82. Comparac¢éo do RMN 1H das substancias 14, 15, 16 e 17

Tabela 34. Comparacdo do RMN *H das substancias 14, 15, 16 e 17 em CDCIz (500 MHz)

N° Substancia 14 Substancia 15 Substancia 16 Substancia 17
4 H, mult, (J) Hz 4 H, mult, (J) Hz 4 H, mult, (J) Hz dH, mult, J) Hz
1 7,07 d (10,1) 7,09d (10,2) 7,06 d (10) 7,03d (10,2)
2 5,90d (10,1) 5,92d (10,2) 5,93 d (10) 5,85 d (10,2)
5 2,02s 2,17 dd (14,7; 3,3) 2,53d(12,2) 1,78 m, 1,65 m
6 1,97 m 2,96t (14,5); 2,41 dd (13,9; 3,3) 5,26 dd (12,2; 2,3) 1,78 m, 1,65 m
7 5,04 dd (10,8 e 4,5) 4,88d (2,0 3,79 dd (10,8; 4,5)
9 1,255 2,20 dd (10,9; 1,3) 2,52d (12,2) 1,98m,1,88m
11 1,95m 2,00m, 1,80 m 1,98m, 1,83 m 2,00m, 1,88 m
12 1,85m 1,86 m, 1,48 m 1,70 m, 1,60 m 1,74m,151m
15 3,70 s 3,87s 3,60s 453s
17 5565 5,46s 560s 5,645
18 1,25s 1,13s 1,24s 1,24s
19 1,20 s 1,35s 1,20 s 1,18s
21 7.41d (1,4) 7.41dd (1,4;0,7) 7,40t (1,3) 7,40d (1,4)
22 6,34t (1,4) 6,36 dd (1,7;0,7) 6,32dd (2,2; 1,1) 6,33t (1,2)
23 7,41d (1,4) 7,39t (1,7) 7,40t (1,3) 7,39.d (1,4)
28 1,16s 1,15s 1,25s 1,15s
29 1,09s 1,13s 1,16 s 1,08s
30 1,14 s 1,22s 1,26s 1,13s
7- OCOMe 2145 2,145
6-OCOMe 2,02s
Os dados de RMN *H apresentaram as principais diferencas entre as fragées
analisadas.

Em relacdo a COM-19.2 comparada com a gedunina (COM-19.1) observou-
se a auséncia de sinais do H-7 e dos hidrogénios da metila do acetato, que é
presente em COM-19.1, isso indicou uma substituicdo nesta posicao (Tabela 34).
Também foi possivel comparar COM-19.4 com a gedunina e pode-se observar a
presenca dos sinais de hidrogénios metilicos de acetato tanto na posi¢éo 7, quanto
na posicao 6 o que diferencia das duas anteriores.

Os dados possibilitaram a comparacdo de COM-19.5 e a gedunina, onde
evidenciou-se a auséncia do sinal metilico de acetato da posicao 7, além alteracéo
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no deslocamento de H-7, o que indica uma substituicdo caracteristica por um grupo
OH.

Ao se comparar os RMN 3C de COM-19.2 (Figura 83, Tabela 35) com os da
gedunina, pode-se confirmar a presenca de um carbono carbonilico de cetona em
Oc 208,1 (C-7), os dados uni e bidimensionais e a comparac¢ao dos dados de RMN
'H e 13C da literatura, possibilitaram caracterizar a substancia como sendo 7-
desacetoxi-7-oxogedunina (KADOTA et al., 1990; SILVA et al., 2012).
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Figura 83. Comparagdo do RMN 13C das substancias 14, 15, 16 e 17

Ao comparar o RMN 2C (Tabela 35) de COM-19.4 com os dados da
gedunina e demais substancias analisadas, observou-se um sinal em dc 69,6 que
foi atribuido para o carbono da posicdo C-6, esse deslocamento permitiu inferir a
presenca de um grupo acetato nesta posicao, o que foi confirmado pelos dados de
HSQC e HMBC. Os dados de RMN H e 13C, estdo de acordo com a literatura e
apontam para a substancia 6a-acetoxigedunina (KADOTA et al., 1990; SILVA et al.,
2012).

Os dados dos experimentos de RMN 13C (Tabela 35) de COM-19.5 ao serem
comparados com os da gedunina e os demais limonoides anteriores, confirmou a
auséncia do grupo acetato na posicdo C-7. Isso somado as andlises dos dados uni
e bidimensionais e a comparacédo com os dados relatados na literatura foi possivel
concluir gque COM-19.5 se tratava da substancia 7-desacetilgedunina (KADOTA et
al., 1990; SILVA et al., 2012).
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Tabela 35. Comparagdo do RMN 13C das substancias 14, 15, 16 e 17 em CDCl3 (125 MHz)

N° Substancia 14

Substancia 15

Substancia 16

Substancia 17

s °C 3 °C s °C 3 °C
1 156,6 155,9 156,2 156,5
2 126,4 1264 126,6 126,2
3 204,0 203,2 204,1 203,9
4 44,6 45,2 44,9 44,3
5 451 54,5 38,3 50,9
6 25,5 36,7 69,6 29,1
7 77,9 208,1 72,6 77,0
8 43,9 53,4 43,0 44,1
9 29,7 476 478 435
10 39,6 39,6 39,6 39,9
11 16,7 17,1 15,0 16,0
12 29,2 32,2 25,8 292
13 39,0 37,7 38,7 39,2
14 70,5 65,5 69,5 73,6
15 54,0 53,6 56,2 56,7
16 167,2 166,8 167,1 168,2
17 78,1 78,0 78,6 77,9
18 20,0 20,9 17,8 20,0
19 20,0 19,8 20,2 19,9
20 120,2 120,1 120,3 120,2
21 141,0 141,0 141,2 141,0
22 10,8 109,7 109,8 109,8
23 1431 1431 143,1 1431
28 275 26,9 31,6 27,5
29 21,1 20,6 21,4 21,1
30 14,0 17,3 18,1 14,0
7-OCOMe 170,3 170,0
7-OCOMe 21,4 20,9
6-OCOMe 170,1
6-OCOMe 21,2

Os limonoides (Fig. 81) identificados nos residuos madeireiros de C. odorata

sdo comumente encontrados no género Cedrela, Carapa e Swietenia (Meliaceae)

(KADOTA et al., 1990; SILVA et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2020).

5.3 Ensaio antileishmania

As substancias 14, 15 e 16 foram ativas no periodo de 24h contra L.

amazonensis, em todas as concentragdes, tendo resultado melhor que a droga

comercial Glucantime® (Figura 84). As Substancias 15 e 16 demonstraram atividade

inibitéria moderada contra a espécie citada no periodo de 48h, sendo que esta

ultima apresentou novamente melhor resultado que o Glucantime®, com a ICso

menor que 100 yg.mL* (Tabela 36).
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Figura 84. Atividade antileishmania das subs. 14, 15, 16 e Glucantime® contra L. amazonensis

As atividades das amostras foram classificadas conforme o valor de ICso,
sendo: altamente ativa (ICso <10 pg.mL?), ativa (ICso entre 10-50 pg.mL™?),
moderadamente ativa (ICso entre 50-100 yg.mL™?) e ndo ativas (ICso >100 pg.mL™?)
(OSORIO et al., 2007). Usando este mesmo critério, podemos mensurar a atividade
antileishmania das amostras.

Tabela 36. ICso das substancias 14, 15, 16, Glucantime® e Pentacarinat® contra L. amazonensis
ICso (nug.mL?)

Amostras L. amazonensis L. guyanensis
24H 48H 24H 48H
Substancia 14 23+1,2 >100 + >10 100 £ 10 65 +>10
Substancia 15 26+2,1 74 +>10 >100 + >10 26+2,1
Substancia 16 41 +>10 55+>10 >100 +>10 >100 +>10
Glucantime® 48 + 3,8 59+3,2 84 +8,7 >100 £ >10
Pentacarinat® 6,9+0,6 0,3+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1

No ensaio biolégico das substancias 14, 15 e 16 contra a espécie L.
guyanensis, as amostras ndo foram ativas no periodo de 24h em comparacéo ao
Glucantime®, porém a substancia 14 foi moderadamente ativa em 48h, e a
substancia 15 foi ativa, principalmente nas concentracdes de 12,5 a 100 pug.mL?
(Figura 85). Dessa forma, a substancia se mostrou mais ativo do que a droga

comercial no periodo supracitado (Tabela 36).
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Figura 85. Atividade antileishmania das subs. 14, 15, 16 e Glucantime® contra L. guyanensis.

Os resultados mais significativos das substancias 14, 15 e 16, pode ser
atribuido ao fato dos limonoides possuirem um complexo estruturas oxigenadas,
fazendo com que ocorra acdo combinada para a inibicdo do crescimento parasitario
assim como acontece a outros organismos (MATOS et al., 2010).

Esses resultados sdo condizentes com estudos anteriores, onde foi possivel
observar que os extratos de C. odorata mostraram atividade inibitéria significativa
para L. infantum, inibindo aproximadamente 98,1% o crescimento do parasita na
concentragcdo de 800 pg/ml, sendo o primeiro estudo a relatar a atividade
antileishmania da espécie (GONZALEZ-COLOMA et al., 2012). O estudo de
Nogueira et al. (2022), com o extrato metandlico de C. odorata e o limonoide
mexicanolida, demonstraram possuir atividade inibitéria do crescimento parasitario
e aumento da mortalidade contra as formas promastigotas de L. guyanensis. Com

iSSo 0 presente estudo corrobora com potencial antileishmania dos limonoides.

5.4 Ensaio inseticida B. tabaci com microemulsao

Os testes preliminares in vitro com a microemulsdo da substancia (13)
mexicanolida (MEMex), apresentou um resultado promissor, melhor do que produto
comercial registrado para o controle da mosca-branca. Levando-se em
consideracao a quantidade de massa da substancia isolada (3 g) e seus resultados

preliminares in vitro, estdo sendo desenvolvidos testes de estabilidade e dispersao
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da formulacdo (MEMex) para avaliar sua viabilidade na producéo de um inseticida

comercial natural que esta em processo de patenteamento.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados da investigacdo fitoquimica do extrato metandlico dos
residuos madeireiros de demolicdo de C. odorata levaram a caracterizagdo de 17
substancias. Entre eles um sesquiterpeno: cadaleno (1), quatro triterpeno
pentaciclicos com esqueletos ursano e oleanano: acido oleandlico (2), a-amirina (3)
e B-amirina (4) e a multiforenona (6), além de dois cicloartanos: cicloeucalenona (5)
e o cicloeucalenol (9). Também foi possivel caracterizar a mistura epimérica de
triterpenos de esqueleto tirucalano: a-melianona (7) e B-melianona (8), além de
uma mistura epimeérica de novos poliacetilenos: 4,6-heptadecadiino-38,96,10a,1183-
tetraol (10) e 4,6-heptadecadiino-36,96,108,11a-tetraol (11), uma isoflavanona
inédita: 7-hidréxi-3’,4’-dimetoxi-isoflavonona (12) e cinco limonoides sendo um do
tipo B,D-seco: o mexicanolida (13) e quatro do tipo D-seco: gedunina (14), 7-
desacetoxi-7-oxogedunina (15), 6a-acetoxigedunina (16) e 7-desacetilgedunina
(17).

Isso demonstra que os residuos madeireiros de demolicdo possuem
potencial cientifico para novas investigacoes fitoquimicas.

Os bioensaios antileishmania in vitro contra os parasitas de L. amazonensis
e L. guyanensis na forma promastigota, foram promissores tanto para o extrato
metanadlico quanto para os limonoides testados. Foram avaliados quanto a inibicao
do crescimento dessas espécies. A partir dos dados obtidos nesses bioensaios
tanto para o extrato metandlico, quanto para o limonoide mexicanolida, foi possivel
publicar um artigo.

Outros limonoides que foram testados apresentaram resultados promissores
para o bioensaio de atividade antileishmania e seréo publicados em breve.

Além do ensaio antileishmania, foi produzido uma formulacdo em
microemulsdo inseticida para combate a B. tabaci biétipo B em tomateiros, com
resultados preliminares promissores. Porém esses resultados ainda se encontram
sob sigilo, pois estdo em processo de avaliacdo e pedido de patente, em breve
serdo publicados.

Dessa forma esta investigacao fitoquimica contribui significativamente para
o conhecimento cientifico dos residuos madeireiros de demolicdo de espécies

protegida por lei, como no caso da espécie C. odorata. Também demonstraram que
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tais residuos sao fontes tanto para novas investigacdes fitoquimicas como para

bioprospeccéao de substancias organicas com potencial de atividade bioldgicas.
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