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RESUMO

Pouteria macahensis € uma espécie endémica da Mata Atlantica cujo perfil quimico e
bioldgico ainda ndo foram estudados. Esse género caracteriza-se por produzir triterpenos. As
folhas foram coletadas em Itacaré, Bahia (Brasil), posteriormente secas em estufa, trituradas e
submetidas a extracdo exaustiva com hexano, seguida de etanol. O extrato etanandlico foi
submetido ao fracionamento cromatogréafico, eluido com os solventes hexano, CHCI3, AcOEt
e EtOH puros e em misturas fornecendo quinze grupos. Através de técnicas de purificacdo
(coluna, CCDP e recristalizacdo), foram trabalhados sete grupos, levando ao isolamento de
onze substancias das quais oito foram elucidadas, além de misturas de substancias alifaticas e
misturas de derivados de acidos graxos. A identificacdo estrutural das substancias foi feita por
técnicas espectroscopicas de 1V, RMN de *H e *3C uni e bidimensional (DEPT-135, HSQC e
HMBC) e comparacdo com dados da literatura, além de ponto de fusdo. Sete das substancias
identificadas em P. macahensis apresentaram esqueleto carbénico do tipo pentaciclico,
pertencentes a classe dos triterpenos, sendo dois friedelanos (3B-hidroxi-fridelano “PmF-4" ¢
3-oxi-friedelano “PmF-4.2") e dois oleanos esterificados (mistura de behenato e erucicato de
eritrodionila “PmF-4.3”, e palmitoleicoato de eritrodionila “PmF-4.4), trés lupanos
esterificado (mistura de behenato, erucicato e palmitoleicoato de &cido betulinico “PmF-6.1")
e um esteroide (B-sitosterol em mistura “PmF-6"). Também foi isolado um composto
aromatico (acido galico “PmF-14.1") todos descritos pela primeira vez para a espéecie. Esses
triterpenos esterificados com acidos carboxilicos de cadeia longa estdo sendo relatados pela
primeira vez no género. A atividade antioxidante do extrato etandlico de P. macahensis
mostrou-se ativo frente ao radical livre DPPH com potencial maior que o padrdo &cido
ascorbico. O extrato etanolico e as substancias isoladas néo inibiram o crescimento dos micro-
organismos Escherichia coli, Enterococcus aerogenes, Streptococcus mutans, Bacillus
subtillis e Candida albicans. Este trabalho corrobora com a constitui¢do quimica de outras
espécies do género e contribue para o conhecimento quimico de P. macahensis, uma espécie
endémica da Mata Atlantica, um bioma ameacado, tendo em vista a sua reducéo ao longo dos
anos.

Palavras-chave: Pouteria macanhensis, triterpenos, atividade antioxidante
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ABSTRACT

Pouteria macahensis is an endemic species of the Atlantic Forest wich chemical and
biological profile has not yet been studied. This genus is characterized by producing
triterpenes. The leaves were collected in Itacaré, Bahia (Brazil), then dried in an oven,
crushed and submitted to exhaustive extraction with hexane, followed by ethanol. The
ethanolic extract was submitted to the chromatographic fractionation, eluted with solvents
hexane, CHCI3;, AcCOEt and EtOH pure and in mixtures providing fifteen groups. Through
purification techniques (column, PTLC and recrystallization), seven groups were studied,
leading to the isolation of eleven substances, of which eight were elucidated, as well as
mixtures of aliphatic substances and mixtures of fatty acid derivatives. The structural
identification of the substances were made by spectroscopic techniques of IR, NMR, *H and
13C one and two-dimensional (DEPT-135, HSQC and HMBC) and comparison with literature
data, in addition to melting point. Seven of the substances identified in P. macahensis showed
a pentacyclic carbon skeleton belonging to the class of triterpenes, two friedelanes (3f-
hydroxy-friedelane "PmF-4" and 3-oxy-friedelane "PmF-4.2") and two esterified oleanes
(mixture of behenate and erythrodiol erucicate "PmF-4.3", and erythrodiol palmitoleicoate
"PmF-4.4), three esterified lupane (mixture of behenate, erucicate and palmitoleicoate of
betulinic acid" PmF-6.1 ") and two steroids (mixture of B-sitosterol "PmF-6"). An aromatic
compound (gallic acid "PmF-14.1") was also isolated, all described for the first time for the
species. These esterified triterpenes with long chain carboxylic acids are being reported for
the first time in the genus. The ethanolic extract of P. macahensis was active free radical
DPPH with a potential higher than the standard ascorbic acid. The ethanolic extract and the
isolated substances did not inhibit growth against the microorganisms Escherichia coli,
Enterococcus aerogenes, Streptococcus mutans, Bacillus subtillis and Candida albicans. This
work corroborates to be chemical composition of other species of the genus and contributes to
the chemical knowledge of P. macahensis, an endemic species of the Atlantic Forest, a
threatened biome, with a view to its reduction over the years.

Keywords: P. macanhensis, triterpenes, antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

Espécies da familia Sapotaceae podem ser uma importante fonte de substancias
potencialmente ativas. Algumas espécies sdo usadas na medicina popular para o tratamento de
queimaduras, reumatismo, erupcdes cutaneas e como analgésicas (MONTENEGRO et al.,
2002; MONTENEGRO et al., 2006). Dentre as substancias ja relatadas para espécie desta

familia podemos citar os triterpenos e flavonoides.

Dentro da familia Sapotaceae encontra-se 0 género Pouteria de ocorréncia restrita em
areas da Mata Atlantica (PENNINGTON, 1991). Espécies de Pouteria sdo utilizadas na
medicina popular para tratamento de febre, inflamacéo, erupcdes na pele, Ulceras, diabetes,
diarréia, nduseas, vomitos, dores nas costas, e para estimular a lactacdo. Porém, para fins
cientificos e avaliagdo da eficacia e efeitos terapéuticos de extratos ou substancias isoladas os
trabalhos cientificos ainda s&o poucos. (SOUZA et al., 2012).

Espécies de Pouteria sdo mais encontradas nos estados de Alagoas, Bahia, Espirito
Santo e Rio de Janeiro. Porém, sua ocorréncia na Bahia é cada vez mais escassa, pois 0
desmatamento ao longo dos anos dificultou a expansdo de sua vegetacdo. Ha auséncia de

estudos quimicos e bioldgicos sobre esse género.

Os triterpenos sdo uma classe de metabolitos secundarios bastante diversificada e
possui fungdes importantes no reino vegetal e para saude humana. Sdo candidatos a novos
medicamentos, devido as atividades bioldgicas que apresentam (SILVA et al., 2014).
Segundo Melo (2010) apresentam atividade tais como: antimicrobiana, cardioprotetora,

gastroprotetora, anti-inflamatéria e antitumoral.

Huyke e colaboradores (2006) em estudos realizados na Alemanha para triterpenos
pentaciclicos relatam sua acdo no tratamento de queratose actinica (lesdo causada na pele pelo
sol, caracterizada por &reas avermelhadas, ou acastanhadas com superficie aspera). Alguns
triterpenos pentaciclicos sdo principios ativos de medicamentos comerciais, tais como
betulina (80%), acido betulinico (3%), acido oleandlico (1%), lupeol (2%), e eritrodiol (1%).
Estudos com o triterpeno friedelina indicaram sua atividade antiproliferativa, pro-apoptoética,
anti-inflamatoria, analgésica e antipirética (MARTUCCIELLO et al., 2010; ANTONISAMY,
etal., 2011).
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Os flavonoides sdo do ponto de vista farmacéutico, os compostos fendlicos mais
importantes, pois apresentam propriedades farmacoldgicas e protetoras para a saide, alguns
regulam o sistema imune e as respostas inflamatdrias, além de apresentaram atividade
antioxidantes, anticancerigenos, antivirais e protetores do figado (PEREIRA, et al, 2012).
Pesquisas tém apontado que as isoflavonas genisteina e a daidzeina, presentes na soja
possuem atividade preventiva contra o cancer. Populagbes que consomem soja e seus
derivados tém apresentando incidéncia menor para certos tipos de cancer como: célon, mama
e prostata, principalmente quando comparados a populagdes que ndo ingerem esses alimentos
(RIGOTTI, 2011; PEREIRA et al, 2012).

Dentro desse enorme e diverso universo de compostos presentes nas espécies vegetais,
aliado a disponibilidade de individuos de Pouteria macahensis na Regido Sul da Bahia, nesse
trabalho é apresentado o estudo quimico das folhas dessa espécie buscando contribuir para seu

conhecimento quimico da espécie bem como buscar a bio-atividade de compostos isolados.

18



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mata Atlantica: importante fonte de produtos naturais de espécies vegetais

A quimica de produtos naturais no Brasil é de interesse de muitos
pesquisadores; desde a vinda da Corte real para o Brasil, em 1808, com o
estabelecimento das rotas maritimas para o inicio das primeiras expedi¢des cientificas, 0s

europeus descobriram a grande diversidade da fauna e flora brasileira (PINTO et al., 2002).

No pais encontram-se como biomas principais: Floresta Amazonia, Cerrado,
Mata Atlantica, Pantanal e Caatinga (Figura 1) (ALMEIDA, 2011). O Cerrado e a Mata
Atlantica sdo biomas considerados com grande risco de extincdo (PINTO et al., 2002). O
cerrado ocupa 21% do territorio nacional sendo considerado o segundo maior, apenas
superado em area pela Amazonia. Em sua elevada biodiversidade sdo encontradas plantas
herbéceas, arbustivas, arbdreas e cipds somando mais de 7.000 espécies (KLINK e
MACHADO, 2005). O bioma Mata Atlantica é distribuido desde o Rio Grande do Sul até o
Nordeste, abrangendo 17 estados. O bioma é reconhecido internacionalmente pela sua rica
biodiversidade e pela grande quantidade de espécies de plantas endémicas, detém os dois
maiores recordes de diversidade botanica para plantas lenhosas. Quanto ao endemismo das
plantas vasculares, 50% sdo endémicas, ou seja, ndo ocorre em nenhum outro lugar do planeta
(LIPORACCI, 2014).

BIOMA AMAZONIA =
i f BIOMA
/1 CAATINGA

X ™
"/ BIOMA CERRADO -,

BIOMA
PANTANAL

BIOMA | “NATA
ATLANTICA

EIOMA
PAMPA

Figural: Distribuicdo dos biomas brasileiros.
http://www.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/21052004biomashtml.shtm
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Apesar do bioma Mata Atlantica est4 entre os mais ricos de biodiversidade do mundo,
€ 0 ecossistema mais ameagado do pais, como também, uma das florestas tropicais mais
castigadas devido ao histdrico de exploracdo econémica (Figura 2). Devido a destruicao de
sua area ao longo dos anos, hoje esta entre os 25 hotspot (area prioritaria para conservagéao,
com alta biodiversidade de espécies endémicas de plantas e sofre ameaca de extingdo de sua
vegetacdo) mundiais em biodiversidade (SAYRE, 2003; TABARELLI et al., 2005;
LIPORACCI, 2014).

Figura 2: Distribuicdo dos remanescentes florestais do Bioma da Mata Atlantica 2013-2014.

mmm Remanescente florestal mmm Desmatamento 2013-2014

== Area natural nio florestal == Area urbana

@ Mangue 1 Lei 11.428/06 da Mata Atlantica
mmm Restinga

Fonte: https://www.sosma.org.br/projeto/atlas-da-mata-atlantica/.

A regido Nordeste do Brasil possui area de Mata Atlantica, que apesar do
elevado desmatamento sofrido, encontra-se em sua maior parte na regido sul da Bahia, na qual
faz parte do corredor central (Bahia e Espirito Santo). Muitas espécies de plantas foram
identificadas neste corredor. A riqueza dessa biodiversidade foi constatada por cientistas que
registraram 476 espécies de plantas em apenas um hectare na Estacdo Bioldgica de Santa
Lacia (Espirito Santo) e 454 espécies na Cerra do Conduru (Sul da Bahia), configurando
como um dos mais importantes para a efetivacdo do Corredor Central, em virtude da sua
elevada riqueza de espécies, endemismo e ameaca (PRADO, et al., 2003; GIULIETTI, et al.,
2005).

Muitas pesquisas ja comprovaram a importancia de estudos com produtos naturais na
flora brasileira, visto que, extratos de plantas apresentam variadas atividades bioldgicas. Ja
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foram relatadas antifingica, antiofidica, antimalarica, antimicrobiana, e prevencao de cancer
(MARQUES, 2011). Também ja foram relatadas atividades para compostos isolados de
espécies vegetais das classes: xantonas, com atividade antiprotozodria; cumarinas, com
atividade quimioprotetora contra o cancer; diterpenos, com atividade anticancer, além de dois
biflavonoides, como agentes inibidores de tipo isomerase (MARQUES, 2011).

Tais atividades sdo significativas e mostram a importancia  dos
estudos com as espécies vegetais. Importante lembrar que muitas espécies vegetais estdo
ameacadas de extingdo e assim podemos perder valiosas informacdes que podem melhorar a
qualidade de vida do homem. Nesse cenério, vale ressaltar a importancia e a necessidade de
investimentos em pesquisas com produtos naturais buscando conhecimentos acerca dos
metabolitos secundarios produzidos pelo eficiente laboratdrio das espécies vegetais.

Dessa forma, visto que o Brasil possui uma situacéo bastante privilegiada em relacdo a
possibilidade de desenvolvimento de produtos naturais de origem vegetal, faz-se necessario,

explorar a riqueza de nossa flora sem, contudo, extingui-la.

2.2. O género Pouteria (Sapotaceae)

Dentre as diversas familias de plantas estudadas para fins medicinais no mundo,
encontra-se a familia Sapotaceae, (RODRIGUES, 2015). Pennington, (1991) sugeriu a divisdo
das Sapotaceae em cinco diferentes tribos (Mimusopeae, Isonandreae, Sideroxyleae,
Chrysophylleae e Omphalocarpeae). Porém estudos de caracteres morfoldgicos e moleculares
mais recentes apresentados por Swenson et al., (2005) sugerem uma nova classificacdo para
familia, onde a mesma foi subdividida em trés subfamilias: Sarcospermatoideae
(Sarcosperma), Sapotoideae e Chysophylloideae. Esta Ultima é o maior agrupamento dentre
as espécies, contendo 25 géneros. Atualmente, a familia Sapotaceae incluem 58 géneros e
cerca de 1250 espécies encontradas em regibes tropicais e subtropicais como arbustos e
arvores, as folhas sdo espirais arranjadas ou alternadas, Figura 3 (1), (PENNINGTON, 1991,
QUEIROZ et al., 2016).

Na familia Sapotaceae 0s @géneros mais estudados, considerando os relatos
etnofarmacoldgicos, sdo: Pouteria, Mimusops, Manilkara, Gambeya, Argania, Ormosia,
Sideroxylum, Calocarpum, Butyrospermum, Madhuka, Planchonella e Chrysophyllum

(MARQUI, 2007). Muitas espécies sdo de interesse econdmico devido a producéo de madeira,
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latex, matéria-prima da especiaria canistel e substancias utilizadas para a producdo de
farmacos (SANTANA et al., 2008), além de frutos comestiveis como: Chrysophyllum
(Chrysophyllum gnocarpum = aguai), Manilkara (Manilkara zapota = sapoti) Mimusopse
(Mimusops ezeyheri = balata) e Pouteria (Pouteria torta = guapeva) (MA et al., 2004).

{ 2 3 <
il - § N
Atlantic or i X 8 North

Pacific R i Ocean 1 S = £ Pacific
Ocean ) 3
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South ._ Atlantic Seeds

Pacific Ocean
Ocean

Figura 3:Distribuicdo do género Pouteria no mundo (1), no Brasil (2) e distribuicdo da familia
Sapotaceae no Brasil (3).
Bcoordenadas originais
[Bicoordenadas por municipio
Fonte:http://inct.splink.org.brhttp://sweetgum.nybg.org/science/vh/map.php?DarFamily%7CAlt
FamilyLocal_tab=Sapotaceae&DetGenusLocal_tab=Pouteria&LimitPerPage=40

No Brasil, encontram-se 12 géneros e 232 espécies, aproximadamente 70 espécies sao
encontradas na Regido Nordeste, Figura 3 (2 e 3). Desses 0 género Pouteria, de ocorréncia
maior na Ameérica do Sul, principalmente em regibes de floresta Umida, &€ composto por 122
espécies, das quais 50 sdo endémicas da Mata Atlantica e estdo distribuidas pela Amazonia
(principalmente na regido costeira) e frequentemente ocorrendo na Bahia, Espirito Santo, Rio
de Janeiro e Sdo Paulo (Tabela 1) (PENNINGTON, 1991; QUEIROZ et al., 2016).
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Tabela 1: Sapotaceae encontradas na regido Nordeste.

Espécies de Pouteria encontradas no Nordeste por Alves Aradjo (2013)

Espécie
P.bangii (Rusby) T. D. Penn

o

. caimito (Ruiz e Pav.) Radlk

. ciliatano

. durlandii (Standl.) Baehni

. egrégia

.furcata T. D. Penn., P. plicata T. D. Penn,
. procera (Mart.) Radlk

. gallifructa Crong.

. gardneri (Mart. e Miq.) Baehni

WUV TUVTTUTTUTTUTDO

. gardneriana (A. DC.) Radlk
. glomerata (Miq.) Radlk

. macahensis T. D. Penn.

. macrophylla (Lam.) Eyma

. hordestinensis

W TUVTUVTTUVTTO

. ramiflora (Mart.) Radlk.
. reticulata (Engl.) Eyma

T O

P. venosa (Mart.) Baehni T. D. Penn.

Estado
Alagoas, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio
Grande do Norte e Sergipe

Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do
Norte eSergipe

Ceara e Pernambuco

Alagoas, Paraiba e Pernambuco
Pernambuco

Piaui

Alagoas, Pernambuco e Sergipe

Alagoas, Ceard, Paraiba, Pernambuco e
Sergipe

Alagoas, Pernambuco e Rio Grande do Norte
Alagoas, Ceara, Pernambuco e Sergipe
Alagoas, Pernambuco e Sergipe

Ceara

Alagoas, Ceard, Paraiba, Pernambuco e
Sergipe

Ceara, Pernambuco, Piaui e Sergipe
Alagoas, Ceara, Pernambuco, Piaui e Rio
Grande do Norte

Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande
do Norte e Sergipe.

Espécies de pouteria relatadas na Bahia por Queiroz et al., (2016)

P.andarahiensis T.D.Penn

P. beaurepairei (Glaz. &Raunk.) Baehni
P.bilocularis (H.K.A.Winkl.) Baehni
P. caimito (Ruiz &Pav.) Radlk
P.cuspidata (A.DC.) Baehni

P. gardneri (Mart. &Miq.) Baehni

P. gardneriana (A.DC.) Radlk
P.glomerata (Miqg.) Radlk
P.ramiflora (Mart.) Radlk
P.reticulata (Engl.) Eyma

P. procera (Mart.) K. Hammer

P. grandiflora (A.DC. Baehni

P. subsessifolia Cronquist.
P. torta (Mart.) Radlk

P. venosa (Mart.) Baehni

P. beaurepairei (Glaz. &Raunk.) Baehni
P. cuspidata (A.DC.) Baehni

P. pachycalyx T.D. Penn

P. bapeba T.D. Penn

P. coelomatica Rizzini

P. macahensis T.D. Penn

P. macrophylla (Lam.) Eyma

P. peduncularis (Mart. & Eichler) Baehni
P. pachycalyx T. D. Penn

No Brasil, ja foram estudas com fins cientificos as Pouterias: P. torta coletada em
Botucatu, (SP); P. venosa (Mart.) Baehni, coletada em Mucuri, (AL) e P. macrophylla,
coletada em Belém, (PA), (PERFEITO et al., 2005; MONTENEGRO et al., 2002; SILVA et
al., 2012; COSTA et al., 2014).
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A espécie P. macahensis, sindnimo Lucuma macahensis Glaz, conhecida
popularmente como “abiu-de-macaé” é uma arvore amplamente distribuidas entre as espécies
endémicas do dominio da Mata Atlantica no Brasil, associada as restingas e, por vezes, matas
de tabuleiro (ALVES-ARAUJO, 2012). Esta distribuida nos estados de Alagoas, Bahia,
Espirito Santo e Rio de Janeiro, com dois individuos registrados em &rea do Parque Estadual
da Serra do Brigadeiro, MG e um individuo encontrado na Serra de Santa Clara, por ultimo
um individuo registrado em Serra Grande, Uruguca, BA. Estudos sobre a espécie ao longo
dos anos apontam reducdo dos individuos, estima-se que de 2001-2011, a populacdo tenha
reduzido a metade (CNCFLORA, 2011).

N&o ha relatos de uso medicinal para a espécie, sendo desprovida de estudos

cientificos para atividades farmacoldgicas e estudos quimicos, Figura 4.

000 000 000 040
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Figura 4: Distribuicdo da espécie P. macahensis no Brasil (1) e na Bahia (2).
B coordenadas originais
B coordenadas por municipio
Fonte http://inct.splink.org.br

2.3. Estudo quimico e atividades bioldgicas de espécies de Pouteria

Devido a importancia econdmica de sua madeira, a ocorréncia de individuos € restrita,
principalmente em centros urbanos ou proximidades. Os individuos sdo encontrados em
Matas em locais menos acessiveis. Como consequéncia da grande exploracdo, os estudos
fitoquimicos de espécies de Pouteria sdo limitados. Assim investigar seu potencial quimico e
bioldgico torna este género bem atrativo, pois além da ameaca de extin¢do, algumas espécies

sdo usadas na medicina popular, sem que haja comprovacéo cientifica.
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Do ponto de vista quimico encontra-se neste género com frequéncia maior a classe de
triterpenos (MONTENEGRO et al., 2006). Os triterpenos sd8o comuns em vegetais e
apresentam diversas estruturas quimicas tendo relatos como atividade antimicrobiana,

cardioprotetora, gastroprotetora, anti-inflamatoria e antitumoral (MELO, 2010).

No estudo quimico dos extratos hexanico e diclorometanico das flores e frutos de P.
torta foram isolados compostos: misturas de &cidos graxos, compostos poli-isoprenoides,
misturas de hidrocarbonetos e acetato de lupeol (1) (PERFEITO et al., 2005). Lopes (2005)
isolou do extrato etandlico das folhas uma mistura de a- e B-friedelinol (2 e 3) (Figura 5).
Para esta mesma espécie Alves et al, (2000) descreveram sua atividade antimicrobiana para o
extrato metanolico das folhas contra Cladosporium sphaerospermum, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Bacilluscereus e Pseudomonas aeruginosa.

1 2 3

Figura 5: Compostos isolados de P. torta (LOPES, 2005).

Silva (2007) isolou dos extratos hexénico e metandlico de P. gardinrii mistura de
hidrocarbonetos, os triterpenos a (4) e p amirina (5), acetato de lupeol (1), mistura de ésteres
de cadeia longa, acetato de a-amirina (6), mistura de alcoois de cadeia longa e mistura de
acido ursolico (7) e oleandlico (8) (Figura 6). Frente a Artemia salina as fraces dos extratos
aquoso e metanolico foram classificadas como toxicos. Quanto a atividade bacteriana o
extrato aquoso apresentou atividade para Staphylococcus aureus, nenhum dos outros extratos

apresentaram atividades contra cepa de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

25


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj9nIu7uNXOAhVFUZAKHY1FAY0QFggeMAA&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&usg=AFQjCNHoWHedX8uciTmpcAhXoWPeAF7Pow&sig2=akbm6xxzYvMvEuGp4M3y6w

Figura 6:Compostos isolados de P. gardinrii (SILVA, 2007).

Os extratos brutos aquoso, hexanico e etandlico de P. ramiflora foram avaliados frente
a atividade da enzima a-amilase. Os resultados mostraram que 0s extratos etanolico e aquoso
foram os mais ativos e 0 hexanico pouco ativo. Do estudo fitoquimico dos extratos hexanico e
aquoso foram isolados cinco compostos, trés triterpenos: friedelina (9), epi-friedelanol (3) e
taraxerol (10) (extrato hexanico) e o flavonoide miricitrina (11) (extrato aquoso) (Figura 7). O
composto miricitrina apresentou inibi¢do da a-amilase menor que 50% em relacdo ao padréo
(RODRIGUES, 2015).

Figura 7: Compostos isolados de P. ramiflora (RODRIGUES, 2015).

Dini (2011) ao estudar a fracdo butandlica dos frutos de P. obovata (R. Br.) isolou trés
flavonoides glicosilados: 2R,3R-4-O-metil-diidrokaempferol-7-O-[3”-O-acetil]-B-D-
glucopiranosideo  (12);  2R,3R-4'-O-metil-diidrokaempferol-7-O-p-D-B-L-xilopiranosil-
(1"—6")-[3"-O-acetil]-pB-D-glucopiranosideo (13); 2R,3R-4'-O-metil-diidrokaempferol-3-O-
B-D-B-L-xilopiranosil-(1 "—6")-[3"-O-acetil]-B-Dglucopiranosideo (14), além do 4&cido
galico (15) (Figura 8). Segundo o autor, o alto teor de fendis e flavondides, faz desta fruta em

p6 um excelente ingrediente para preparac6es de alimentos nutracéuticos.
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Figura 8: Compostos isolados de P. obovota.

COOH

Alguns dos extratos das folhas (CHCI3), cascas do caule (DCM) e caule (Hex-AcOEt
1:1) de P. venosa, apresentaram atividades para ensaios larvicidas e/ou antiradicalar, e
levaram ao isolamento de cinco substancias: espinasterol (16) &cido ursélico (7), taraxerol
(10), acido 3p,19a,23-triidroxiurs-12-en-28-oico (18), acido 2a,3a,19a,23-tetraidroxiurs-12-
en-28-0ico (19) (Figura 9) (MONTENEGRO, et al., 2006).

17R=pB-OH,R!=R?=R®=R,=H

18 R =B-OH, R'=R,=H, R?=R®= OH
19R=R'= ¢-OH, R?=R®= OH, R,= H
20R =B-OH, R'=R?=R,=H, R®= OH

21 R =pB-OH, R'=H, R*=R®= OH, R,= Me

Figura 9: Compostos isolados de P. venosa (MONTENEGRO, 2006).

Os  flavondides  miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo,  miricetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo, e miricetina-3-O-a-L-rhaminopiranosideo foram isolados por HPLC, a
partir do extrato hidroetandlico das folhas P. torta. O extrato foi submetido & avaliagdo da
atividade mutagénica em Salmonella typhimurium e por teste do micronucleo in vivo, sobre as
células do sangue periférico de ratos suicos. Os resultados demonstram que o extrato
hidroetandlico exibiu atividade mutagénica em ambos 0s ensaios, portanto alerta cautela na

utilizacdo da presente planta na medicina popular (COSTA et al., 2014).

Ensaios antimicrobianos de extratos AcOEt de folhas e cascas do caule de P. venosa
demonstraram potencial antibacteriano, frente as linhagens de bactérias Gram-positivas (S.
aureus, S. epidermidis e S. pneumoniae) e Gram-negativas (P. aeruginosae P. mirabilis). A
fragdo mais promissora foi a fragdo AcOEt das cascas do caule, contra S. aureus e apresentou
viabilidade celular, bastante promissora para ensaios pre-clinicos in vivo (SANTOS et al.,
2015).
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A atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH-2,2-difenil-1-picrilhidrazila em
espécies de Pouteria foi investigada para as espécies: P. campechiana (extrato acetonico e
hidroetandlico dos frutos); P. caimito (extrato aquoso dos frutos), P. torta, P. caimito, P.
ramiflora (Mart.) Radlk (extrato etandlico das folhas); Todas demonstraram atividade
antioxidante para neutralizacdo de radicais livres. Essa atividade também foi avaliada em
algumas fragdes de folhas, caule e casca do caule de P. venosa, em fracdes acetato de etila do
extrato metanodlico dos frutos de P. sapota e P. viridis, além de extratos metanoélicos e
acetonicos de frutos de P. campechiana e P. sapota. O extrato da casca do caule de P.
campechiana monstrou-se ativo, porém com atividade menor comparada ao padrdo de acido
ascorbico, hidroxitoluenobutilado (BHT) e a-tocoferol (SILVA et al., 2008).

2.4. Breves consideracdes sobre triterpenos
2.4.1. Formacéao dos Triterpenos

Os triterpendides pertencem a grande familia dos terpendides ou terpenos, bastante
difundidos na natureza. Estes compostos sdo originados da via do mevalonato e da via da
dioxoxixilulose-5- fosfato, todos derivados de unidades de isopreno Cs que se ligam entre si,
orientados em sentido inverso (cabeca-cauda) (DEWICK, 2002 e OLIVEIRA et al., 2014).

Os terpenoides sdo uma classe diversificada, sdo originados de unidades
bioquimicamente ativa dos isoprenos, através da condensacao do isopentenil-difosfato - IPP
(22) com o dimentil-alil-difosfato - DMAPP (23), conhecidos como hemiterpenos, formando
o0 geranil-pirosfosfato — GPP (24) (Figura 10).

2\/ )\/\opp )\/\)\/\OPP
GPP

IPP DMAPP
22 23 24
Figura 10: Estrutura do Isopreno (22) e geranil-pirofosfato (23) dimetilalil-pirofosfato (24).
As ligagOes sucessivas de unidades de isopreno ddo origem a principais classes de
terpenos: monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cys), diterpenos (Cyg), sesterpenos (Css),
triterpenos (Csp) e tetraterpenos (Cy4o) (Figura 11) (DEWICK, 2002).
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Figura 11: Esquema de formacéo geral dos terpenos (DEWICK, 2002).

Em especial os derivados triterpénicos (C30) sdo formados de uma forma diferente.

Eles derivam da unido cauda-cauda de duas unidades de pirofosfato de fernesil por um

processo complexo formando o esqualeno (precursor dos triterpenos e esteroides) (Figura 12)

(DEWICK, 2002).
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Figura 12: Ciclizagdo do esqualeno (DEWICK, 2002).

Muitas sdo as propriedades bioldgicas potencializadas pelos triterpenoides como: anti-
inflamatdrios, antibacterianos, fungicidas, antivirais, analgésicos, cardiovasculares e
antitumorais. A classe dos triterpenos destaca-se por possuir esqueleto pentaciclico, sendo de
maior capacidade anti-cancerigenas, além de estd presente na fabricacdo de perfumes e
aromatizantes (MAHATO e KUNDU, 1994; ZWENGER et al., 2008). Estes estdo presentes
em varias familias de vegetais. Sendo os triterpenos acidos oleandlico, betulinico e ursélico os

de maiores ocorréncia, além do lupeol, a e p-amirinas (ZWENGER et al., 2008).

2.4.2. Triterpenos esterificados

Os triterpenos sdo compostos comumente isolados em fitoquimica. Em especial, 0s
esterificados. Estes possuem um grupo éster na posi¢do C-3 do nucleo triterpénico. E no

género Pouteria poucos séo os relatos para esse tipo de composto.

Apenas ha relados de estudos realizados por Ragasa et al. (2011) do extrato AcOEt
das cascas do caule de P. campechiana, no qual foram isolados trés triterpenos: o éster
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metilico do acido 3f,28-dihidroxi-olean-12-eno, uma mistura do éster metilico do acido
oleandlico, do éter metilico do &cido betulinico. Esses triterpenos foram submetidos avaliacdo
da atividade antimicrobiana, porém apresentaram pouca atividade frente as bactérias
Escherichia coli e Pseudomonas areruginosa e para os fungos Candida albicans e
Trichophyton mentagrophytes. Lopes (2005) isolou das folhas de Pouteria torta o triterpeno
esterificado, palmitato de eritrodiol.

Nos géneros da familia Sapotaceae diversos sdo os ésteres de triterpenos isolados,
configurando como marcadores quimiotaxonémicos desta familia (MEDEIRQOS, 2008). Por
exemplo, em estudo fitoquimico das folhas de Pradosia huberi (Ducke) foi isolado e
identificados trés ésteres de cadeia longa dos tritepenos acido olendlico, acido betulilico, além
de uma mistura do éester graxo do acido betulinico e o esterdide espinasterol (MEDEIRQOS,
2008).

No extrato dos frutos de Gambeya africana foram isolados ésteres do triterpeno
eritrodiol: 3pB-octacosanoiloxi-12-oleanen-28-ol, 3p-triacontanoiloxi-12-oleanen-28-ol, 3f-
triacontanoiloxi-12-oleanen-28-ol, 3B-tetratriacontanoiloxi-12-oleanen-28-ol e 3pB-
hexatriacontanoiloxi-12-olenanen-28-ol (WANDJI, 2002).

Dados da literatura relatam que ndo ha estudo fitoquimico para a espécie P.
macahensis, dessa forma nesse trabalho estudaremos a espécie com énfase no isolamento de

seus constituintes quimicos.

31



3. OBJETIVOS

Isolar e identificar compostos presentes no extrato das folhas de P. macahensis de ocorréncia
na regido Sul da Bahia.

Objetivos especificos:

a. Obter extratos organicos das folhas de P. macahensis através da maceragdo com
extracdo exaustiva, seguido de isolamento dos constituintes através de métodos
fitoquimicos.

b. Identificar os compostos isolados usando a espectroscopia no Infravermelho,
espectrometria de massas e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear uni e
bidimensional.

c. Realizar testes antimicrobianos com os compostos isolados e identificados.
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4. METODOLOGIA

4.1.Reagentes e equipamentos

Os solventes organicos utilizados nos procedimentos foram das marcas Vetec®,
Quimica Moderna®, Neon® Dinamica® Synth® e os reagentes DPPH, acido ascorbico
Sigma-Aldrich®, todos de grau PA.

Para a trituracdo do material vegetal foi utilizado um moinho de facas da marca
Marconi® MA-680 e para a secagem do material foi utilizada estufa com circulagdo e
renovacao de Ar SL-102 a 50 °C até observar massa constante.

Os pontos de fusdo foram determinados usando o Ponto de Fusdo Capilar Fisatom®

430 D, e ndo foram corrigidos.
Os espectros no ultravioleta foram obtidos no espectro UV-Vis Nova® 1600 UV.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos na faixa de 4000 —
400 cm™ usando espectrofotdmetro Perkin Elmer® 400. As amostras foram homogeneizadas
em brometo de potéssio (KBr), da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) em

colaboracéo com o grupo Bioma.

Os espectros de RMN de *H e *3C uni e bidimensionais, bem como os experimentos de
DEPT 135 foram obtidos no espectrometro Bruker Avance® CRX400, na Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) operando com frequéncia de 400 MHz para *H e 100 MHz
para *C. Os deslocamentos quimicos foram expressos em valores de & (ppm), utilizando
como referéncia interna tetrametilsilano (TMS, 6= 0,0). Os solventes utilizados na dissolugéo
das amostras para obtencdo dos espectros de RMN foram cloroférmio deuterado (64 7,27 € d¢
77,00) e piridina deuterado (6y 7,22; 7,68 € 8,62 e 6¢c 123,87; 135.91 e 150,35).

4.1.1. Procedimentos gerais

a. Técnicas de cromatografia
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Nas separacdes cromatograficas em coluna foram utilizadas silica gel Merck® 60
(0,063 — 0,200 mm), segundo metodologias descritas por Collins et al., (2006) e Pavia et al.,
(2009). A silica foi suspendida inicialmente com solvente utilizado como fase movel e
empacotada em coluna de vidro até total decantacdo da silica. A amostra foi incorporada com
quantidade suficiente de silica e solvente e aplicada no topo da coluna, em seguida foi

realizada a eluicdo com solventes de ordem crescente de polaridade.

Na cromatografia em camada delgada comparativa (CCD) e na cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP) foram utilizados gel de silica Vetec® 60-G. As
cromatoplacas para CCD foram preparadas espalhando-se uma suspensédo de silica em agua
destilada sobre placas de vidro através de um espalhador mecanico, obtendo-se placas com
espessuras de 0,25 mm (comparativas) e 0,50 mm (preparativas). Depois de secar ao ar livre,
todas as cromatoplacas foram ativadas em estufas a 100 °C por um periodo de
aproximadamente uma hora (COLLINS et al., 2006; PAVIA et al., 2009).

Como reveladores foram utilizados vapores de iodo e reagente de vanilina, preparado
conforme a metodologia descrita por Picman et al. (1980). Primeiramente, dissolveu-se 3g de
vanilina em etanol, em seguida foram adicionados 135 mL de &gua destilada e 30 mL de
H,SO,4 concentrado. A solucéo foi acondicionada em frasco &mbar e sob refrigeragéo.

b. Teste de Lieberman-Burchard

Para detectar a presenca de esteroides e triterpenoides (Lieberman-Burchard) foi
utilizada a metodologia descrita por Matos (2009), com adaptacbes. O material foi
solubilizado em 1 mL de cloroférmio e em seguida adicionado 1 mL de anidrido acético. A
mistura foi agitada suavemente e foram adicionados 3 gotas de &cido sulfdrico concentrado. O
material foi novamente agitado e observado o aparecimento de cores. A coloracdo azul
evanescente seguida de verde permanente indica a presenca de esteroides livres, e a formagao

da cor parda até vermelha indica triterpenoides pentaciclicos livres.

c. Reagdes de transesterificacdo

v Frag0Oes apolares
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O processo de transesterificacdo seguiu a metodologia do Instituto Adolfo Lutz
(2008). 10 mg da fracédo foi solubilizado em 3 mL de hexano e foram adicionados 4 mL de
solucdo de NaOH (0,5 mol L™). A mistura reagente foi aquecida a (65-70 °C) por 5 minutos.
Apbs resfriamento, foram adicionados 5 mL de solucdo transesterificante (NH,CIl, MeOH e
H,SO,) e o sistema foi novamente agitado e aquecido por 10 minutos. Apos resfriada, foram
adicionados 4 mL de solucdo saturada de NaCl e a fase hexanica foi separada. A solugéo

hexanica foi seca e em seguida foi submetida a analise CG-FID, nas condi¢fes a seguir.
v" Triterpenos esterificados com acidos graxos de cadeia longa

Foram adicionados 5,5 mL de uma solucédo de NaOMe/MeOH (0,5 mol L™) a 10 mg
da amostra, a solucéo foi mantida sob refluxo durante 2 horas a 73°C. Foram entdo vertidos 2
mL de agua ao sistema reacional seguido de duas extracdes consecutivas com 3 mL de
CH,CI,. A fase diclorometanica, contendo ésteres graxos foi seca e submetida a analise CG-
FID. A fase aquosa foi neutralizada com HCI 10% até pH neutro e em seguida extraida com
cloroformio, 3 vezes. Essa fase foi seca com Na,SO, anidro e concentrada fornecendo o

triterpeno.
v Analise cromatografica dos ésteres de cadeia longa metilados

A composicdo quimica foi avaliada através da cromatografia gasosa acoplada ao
detector de ionizacdo de chama (GC-FID) usando o cromatografo a gas Varian Saturm 3800
equipado com coluna capilar de silica fundida Carbowax (30m X 0,25mm) com fase
estaciondria Polietilenoglicol (0,25um de espessura de filme), tendo hélio 5.0 como gas
arraste e fluxo de 1,0 mL min™ (10 psi). As temperaturas do injetor e detector foram de 220
°C e 240 °C, respectivamente. Foi injetado 1,0 uL de solugdo da amostra em hexano no modo
split (1:10). A temperatura inicial de 60 °C, acrescida de 5 °C min™ até 200 °C, sendo
mantida nessa temperatura por 5 minutos. Uma mistura de acidos graxos metilados (FAME)
variando de 8 a 22 carbonos certificada (Supelco — USA; catalogo 47801- Lot: LC00126) foi
utilizado para identificar, por comparacdo dos tempos de retencdo, a composicao dos ésteres
metilicos dos acidos graxos presentes na amostra. A quantificacdo dos ésteres metilicos dos
acidos graxos foi obtida por integracdo eletronica dos picos detectados no FID por
normatizagéo corrigidos pelo fator resposta conforme a metodologia do Instituto Adolfo Luftz
(2008).
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4.2. Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas de Pouteria macahensis foram coletadas as margens do rio de Contas,
municipio de Itacaré - BA, Sul da Bahia, (coordenadas 4°15'53.0"S 38°59'59.6"W), campo
arenoso, no dia 25 de setembro de 2015. A identificacdo taxonomica foi realizada pelo
boténico Luis Alberto Matos e José Lima da Paix&o, no herbario da Universidade Estadual de

Santa Cruz (UESC), onde uma exsicata foi depositada, sob 0 nUmero 21469.

4.3. Preparacao dos extratos das folhas de Pouteria macahensis

As folhas de P. macahensis, foram secadas em estufa de ventilacdo forcada a 50°C
durante 48 horas, resultando em 3100 g de material vegetal seco e moido em moinho de facas.
Posteriormente, 2100 g foram submetidos a extracdo por maceracdo exaustiva seguida de
concentra¢do em evaporador rotatorio para obtencdo dos extratos brutos. Foram utilizados os
solventes hexano e etanol, obtendo os respectivos extratos: hexanico (51,21g) e etandlico
(169,4309), conforme Figura 13.

Folha Triturada
(2100,00 g)

1.Maceragdo com Hex
2.Maceracdo com EtOH

Extrato Hexanico Extrato Etandlico
(51,21 g) (169,43 g)

Figura 13: Fluxograma do procedimento experimental para obtencdo dos extratos orgénicos das
folhas de P. macahensis.

4.3.1. Prospec¢cdo de constituintes quimicos do extrato etanodlico de Pouteria

macahensis

A caracterizagdo das principais classes de substancias presentes no extrato etanolico
foi realizada atraves da metodologia descrita por Matos (2009), com adaptages. Inicialmente,

10 mg do extrato etanolico foram solubilizados em etanol. Em seguida, separaram sete
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porgbes de 3-4 mL em tubos de ensaio numerados e realizaram-se 0s seguintes testes

conforme indicado na Tabela 2.

Tabela 2: Prospeccédo fitoquimica do extrato etandlico das folhas de P. macahensis (MATOS,
2009).

Metabolitos Reacéo de Resultado indicativo dos testes

Secundarios caracterizacao

Fenois e Taninos Reacdo com Precipitado escuro de tonalidade azul indica a
solucdo alcodlica presenca de taninos  pirogélicos  (taninos
de FeCl; hidrosoluvéis) e verde, a presenga de taninos

Antocianinas®,
antocianidinas' e
flavonoides?

Leocoantocianidinas?,
Catequinas e
Flavonas

Flavonois, flavonas,
flavononois

xantonas

Eesteroides’ e

triterpenoides
(Lieberman-
Burchard)

Saponinas

Alcaloides

Cumarinas

e

Reacdo em meio
acido (pH=3),
basico (pH=8,5) e
basico (pH=11)

Reacdo em meio
acido com HCI
(pH=1-3) e baésico
com NaOH
(pH=11)

Reacdo com Mg e
HCI

Reacédo com
anidrido acético e
H,SO,

Reacdo com adigéo
de H,O

Reacéo com
Reagente de
Dragendorff

Reacéo com
solucdo alcodlica

mol L™ de KOH e
irradiacdo UV

flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos).

Coloragio'= vermelho, lilas e azul purpura
Coloragélo2= vermelho, ----, vermelho alaranjado

Coloracéo'= vermelho pardo-amarelo
Coloragao®= vermelho laranja

Coloragdo = vermelho

Coloracdo' = azul evanescente seguida de verde
permanente (esteroides livres)

Coloragdo® = parda até vermelha
triterpenoides pentaciclicos livres.

indica

Espuma persistente e abundante (colarinho) indica a
presenca de saponina (heterosideos saponinicos).

Precipitado floculoso, pesado em pelo menos dois
tubos é indicativo de alcaldides.

Desenvolvimento de  fluorescéncia  azulada
progressiva e forte, bem visivel na metade ndo
encoberta da mancha alcalinizada.

(1, 2) resultado indicativo para o metabolito sobrescrito com essa numerag&o.

4.3.2. Atividade Biologica de Pouteria macahensis
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a. Atividade antioxidante do extrato etanolico de Pouteria macahensis

A capacidade da atividade antioxidante (AAQO) pelo método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) seguiu a metodologia proposta por Scherer e Godoy (2009), com adaptacdes.
A anélise foi realizada misturando-se 10 mg de extrato etanolico das folhas a 10 mL de
metanol. Inicialmente, foi feito uma cinética para determinar o tempo de reacdo do extrato
com DPPH. Para isso, foram preparadas amostra nas diferentes concentrac¢des (1000,0; 500,0;
250,0; 125,0; 100,0; 50,0; 10,0 e 5,0 ug mL™). Em seguida, foram transferidos uma aliquota
de 0,1 mL, de cada amostra do extrato, para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH
0,06 mmolL™ e homogeneizado. A cada dez minutos foram feitas leituras em
espectrofotbmetro UV-VIS no comprimento de onda de 517 nm até observacdo de

absorbancia constante.

Estabelecido o tempo de reacdo, o teste de AAO foi realizado com o extrato nas
concentracdes variando de 42,0 a 2,0 ug mL™, com seis pontos equidistantes, todos em
triplicata. Também foi feita a leitura da solucdo do branco, composta de todos os reagentes,
menos as solucdes do extrato. Para teste comparativo foi realizado 0 mesmo experimento com
padrdo de é4cido ascorbico nas concentragbes 135,0 a 450 pg mL™, com sete pontos

equidistantes, observando-se a resposta da linearidade da curva analitica de DPPH.

A neutralizacdo do radical foi calculada seguindo a Equacdo 1, onde Absy é a
absorbancia do branco e Abs; € a amostra ou padrdo, nas diferentes concentracdes. O CEsg
(concentracdo proporcional a 50% de inibic&o) foi calculado graficamente usando uma curva
analitica na faixa linear tracando a concentracdo do extrato pelo efeito de inibicdo
correspondente. A atividade antioxidante foi expressa como Indice de Atividade Antioxidante
(IAA) Equacdo 2, resultando em uma massa constante para cada composto, independente da
concentracdo de DPPH e amostra utilizada.

AbS()-AbSl
S0

Equacéo 1: 1%= %100

~ L
. Equacdo 2: IAA; TRerufeT
CEsoug mL

b. Atividade antimicrobiana do extrato etandlico e compostos isolados de Pouteria

macahensis
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Atividades antifingica e antibacteriana foram realizadas utilizando, respectivamente,
as técnicas microdiluicdo em caldo e difusdo em &gar. Os micro-organismos estudados foram
C. albicans (ATCC14057), gentilmente cedida por Dr. Sydney Hartz Alves do Laboratorio de
Micologia (LAPEME) da Universidade Federal de Santa Maria, RS e Bacillus subtillis,
Enterococcus aerogenes (ATCC 13048), Streptococcus smutans (ATCC 25175) e
Escherichia coli EPEC INCQS 00182 (CDC 086H35) obtidos a partir da colecdo de micro-
organismos de referéncia em vigilancia sanitaria — CMRVS, FIOCRUZ-INCQ, Rio de

Janeiro, RJ.

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC), inicialmente, os
extratos foram solubilizados a uma concentragéo inicial de 1 mg mL™ em uma solucéo estéril
composta de DMSO (10%): Tween 80 (1%). Em seguida, realizou-se diluicdo a 0,5, 0,25 e
0,125 mg mL™ em meio RPMI 1640 (Life Technology), as quais foram utilizadas no teste. O
preparo dos micro-organismos se deu a partir da turvacdo da amostra de levedura em frascos
de vidro estéreis contendo 4 mL de NaCl a 0,9 %. Posteriormente, a amostra foi diluida em
0,9 mL de NaCl e 0,1 mL de solugdo turvada com levedura. A solugdo final foi
homogeneizada para contagem de células em cdmara de Newbauer e obtencdo final de 2.5 x
10° UFC/mL. Controles consistiram em: 1) diluicdes do solvente semelhantes as diluicdes dos
extratos; 2) a maior concentracdo dos extratos aliada a solucao de NaCl 0,9 %; 3) tratamentos
contendo RPMI puro; 4) RPMI e solucéo de turvagdo com levedura; 5) RPMI e clorexidina
1%; 6) clorexidina a 1% e 7) indculo. Os tratamentos foram distribuidos em microplacas de

96 pocos em triplicata a um volume final de 200 pL.

As microplacas foram incubadas a 36x1 °C por 48 horas. Apos leitura da turbidez dos
orificios, 10 uL de uma replicada foram distribuidos em placas de Petri contendo 20 mL de
4gar Sabouraud Dextrose com ceftriaxona (0,1 mg mL™), considerando o grau de turvacio
dos tratamentos. Por fim, as placas de Petri foram armazenadas a 36+1 °C e apds 24 h,
observou-se o crescimento das leveduras ou auséncia dele. Os experimentos foram repetidos

por 3 vezes.

Para a difusdo em 4&gar, os inoculos bacterianos foram produzidos a partir da
semeadura em 4 mL de caldo Brainheart infusion (BHI), padronizados a 0,5 na escala Mac
Farland e incubados em estufa a 37 °C por 24 horas. Com o auxilio de swab esteéril, as
bactérias foram semeadas em &gar e, apés secagem, foram feitos orificios de 6 mm de

didmetro para a introducdo de 50 pL dos diferentes tratamentos. As amostras avaliadas foram
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extrato PMF, friedelina, acido gélico, acido betulinico, eritrodiol e friedelinol. Apds 24 h, o
diametro dos halos de inibigdo foram medidos em mm. Controles consistiram de ceftriaxona
(0,1 mg mL™) e solvente (DMSO/Tween 80).

4.4. Isolamento de constituintes quimicos do extrato etanolico de Pouteria macahensis

Parte do extrato etandlico (80,00 g) foi fracionado através de uma coluna
cromatogréafica de vidro, empacotada com silica gel 60 (1600 g) e eluida com hexano. Em
sequida, foram utilizados a mistura de Hex/CHCI; (1:1) (v/v), CHCI3 puro, AcOEt puro,
AcOEt /EtOH 1:1, e por ultimo EtOH, obtendo-se 34 fracBGes de aproximadamente 2000 mL
cada.

As fracBes foram concentradas em evaporador rotatério e depois procedeu-se a anélise
por cromatografia em camada delgada comparativa (CCD), usando como reveladores vapores
de I, e vanilina. As fracdes que apresentaram perfil cromatografico semelhante entre si foram
agrupadas, obtendo-se 14 grupos de fragdes denominadas como “PmF”, como mostrado na

Figura 14.

Extrato etanélico
(80,00 9)

CC ( Hex, Hex/CHCI; 1:1, CHCl3, AcOEt,
AcOET /EtOH 1:1, EtOH)
34 fragdes
CCD
14 grupos
PmF-1 PmF-3 PmF-5 PmF-7 PmF -9 PmF-11 PmF-13 PmF-15

0,12599g ||| 0,9867 g 1,3138g |l 0,3947g ||| 0.22499g || 0.2729¢ 0,1936 g 24,1620 g

PmF-2 PmF-4 PmF-6 PmF-8 PmF-10 PmF-12 PmF-14
0,0204 g 1,9767 g 1,2342 g 1,3231¢g 0,3576 g 4,2164 9 3,0772¢

Figura 14: Fluxograma do fracionamento do extrato etandlico bruto de P. macahensis.
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4.4.1. Estudos dos Grupos PmF-1, PmF-2 e PmF-3

Os grupos PmF-1 (m = 0,1259), PmF-2 (m = 0,0204 g) e PmF-3 (m = 0,9867)
mostraram como 0leos de coloracdo alaranjada. A analise desses 6leos no 1V indicou bandas
de absorcdo caracteristicas de material graxo esterificado. Posteriormente os Oleos foram
transesterificados e suas composi¢des quimicas foram estabelecidas através da analise CG-
FID (procedimento pagina 35 e 36).

4.4.2. Estudo do Grupo PmF-4

O grupo PmF-4 (1,9767 g) apresentou-se como material oleoso, de cor amarela
alaranjada, misturado a um soélido branco. Esta fracdo foi lavada com acetona levando ao
isolamento de um sdlido. Posteriormente, esse foi recristalizado em acetona levando a um
solido branco amorfo, denominado PmF-4 (m=0,5151 g). O filtrado, denominado A, foi
submetido a evaporacdo do solvente resultando em uma massa de 1,4598 g. Foi novamente
lavado com acetona levando a outro so6lido branco. Esse foi submetido a recristalizacdo com
etanol, levando ao isolamento de um so6lido, amorfo denominado de PmF-4.1 (m = 0,0031 g)
e o filtrado B.

O filtrado B (1,4567 g), foi cromatografado em coluna de silica gel 60 e eluida com os
solventes: Hex; Hex/CHCI; (8:2); Hex/CHCI3 1:1; Hex/CHCI3 (2:8) e CHCI3. Foram obtidas
21 fracBes de aproximadamente 30 mL cada, as quais apds analise por CCD, resultaram no
agrupamento das fracbes 1 a4; 6 a11; 12 a 16 e 17 a 21. O grupo G (1-4) (m = 0,0183 g) foi
lavado com acetona, levando a um sélido que apds a recristalizacdo em metanol, forneceu um
solido branco, amorfo denominado PmF-4.2 (m=0,0030 g). O grupo (G-6-11; m=0,1820 g)
foi submetido ao procedimento anterior permitindo o isolamento de um outro soélido,
denominado PmF-4.3 (m=0,0215 g) e do filtrado X. O filtrado C (0,1503 g) foi submetido a
cromatografia preparativa, com o eluente CH,CIl,/CHCI; 8:2, permitindo o isolamento de um
solido branco, amorfo denominado PmF-4.4 (m=0,0267 g). Os processos usados na

purificacdo da fracdo PmF-4 estdo apresentados na figura 15.
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PmMF-4
(1,9767 g)

1.Lavagem c/ Acetona
2.Recristalizacdo

Substancia PmF-4 Filtrado A
m=0,5151¢g

1.Lavagem c/ Acetona
2.Recristalizacdo

Substancia PmF-4.1 Filtrado B
m=0,0031¢

CC (Hex; Hex/CHCI; 8:2;
hexano/CHCI;1:1; Hex/CHCI; 2:8
e CHCly)

21 Fragdes

CCD

%
G (1-4)

— | L Lavagem c/ — I. Cavagem c/ Acetona
2.Recristalizacéo 2.Recristalizacéo

Substancia PmF-4.2
m =0,0030 g

Filtrado C

Substancia PmF-4.3 Cromatografia
m =0,0215 g Preparativa

Substancia PmF-4.4
m = 0,0267 ¢

Figura 15: Fluxograma da purificacdo da fragdo PmF-4 do extrato etandlico de P. macahensis.

4.4.3. Estudo do Grupo PmF-5

O grupo PmF-5 (1,3138 g) apresentou-se como um solido em meio a um 6leo de
coloragdo amarela alaranjada. Foi lavado com acetona, levando ao isolamento de solido
branco. Posteriormente, o solido foi recristalizado com etanol resultando em um solido branco

amorfo, que foi denominado PmF-5 (m = 0,0252 g), conforme apresentado na Figura 16.

O filtrado A (1,2886 g), foi cromatografado em coluna de silica gel 60 e eluida com
0s solventes: Hex; Hex/CHCI;3 (9:1); Hex/CHCI; 7:3; Hex/CHCI;3 (1:1) e CHCI3/AcOEt (8:2)
e CHCI3/AcOEt (1:1). Foram obtidas 39 fracdes de aproximadamente 35 mL cada, as quais
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apos andlise por CCD, resultaram no agrupamento das fragdes 1 a 9; 10 a 14; 15a 16 e 17 a
39. O grupo G (15-16, m = 0,1541 g) foi lavado com acetona, levando a um sélido que ap6s a
recristalizacdo em metanol, forneceu um sélido branco em meio a graxa denominado PmF-
5.1 (m=0,1541 g). Este foi submetido a dois outros processos de purificacdo: cromatografia
preparativa (0,0100 g) e coluna Sephadex (0,0300 g) eluido com os solventes CHCIl3/MeOH
(1:1). Nenhum dos processos cromatogréficos permitiu sua purificagdo permanecendo duas

manchas na cromatografia em CCD. O grupo G (17-39) apresentou-se rico em PmF-5.1.

PMF-5
(1,3138 g)

1. Lavagem c/ Acetona
2.Recristalizacéo

Substancia PmF-5 Filtrado A
m=(0,0252 g) m =1,2886 ¢

Hex; Hex/CHCI; 9:1; Hex/CHCI; 7:3; Hex/CHCI; 1:1;
CHClI3; CHCI3/ACOET 8:2; CHCI3/AcOET 1:1

39 fracdes

CCD

4 grupos

G (1-9) G (10-14) G (15-16) G (17-39)
m = 0,2490 g m = 0,3633 g m=0,1541¢g m =0,2089 g

PmF-5.1
m=0,1541¢g

Figura 16: Fluxograma da purificacdo da fracdo PmF-5 do extrato etandlico de P. macahensis.

4.4.4. Estudo do Grupo PmF-6

O Grupo PmF-6 (m = 1,2342 g) apresentou-se como um sélido branco em meio a um
6leo de coloracdo amarelo. Este foi lavado com acetona, resultando em um sélido e um
filtrado B. O solido posteriormente, foi recristalizado em metanol, levando a um solido branco
amorfo, denominado PmF-6.1 (m = 0,0291g). O filtrado B (m = 1,2048) foi submetido a
cromatografia em coluna, empacotada com gel de silica 60 e eluida com os solventes

Hex/CHCI; (9:1), Hex/CHCI; (7:3), Hex/CHCI3; (1:1), CHCIs, CHCIs/AcOEt (7:3) e
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CHCI3/AcOEt (1:1). Foram obtidas 16 fracdes de 15 mL cada. Estas fragdes foram reunidas
em 5 grupos, conforme apresentado na Figura 17. Sendo que o grupo G (13), resultou no

isolamento de um soélido branco, amorfo denominado de PmF-6 (m = 0,0231 g).

PMF-6
(1,2342 g)

1. Lavagem c/ Acetona
2.Recristalizacéo

Substancia PmF-6.1 Filtrado B
m=0,0291 g

CC (Hex/CHCI; 9:1, Hex/CHCIl; 7:3,
Hex/CHCI; 1:1, CHCI;, CHCIS/ACOET 7:3
e CHCI3/ACOET 1:1)

16 Fracgdes

CCD

5 Grupos

G (2-3) G (4-5) G (8-12) G (13) G (14-16)
m = 0,1508g m = 0,1684g m = 0,0810g m = 0,0231 m = 0,0871g

Substancia PmF-6
m=0,0231¢g

Figura 17: Fluxograma da purificacdo da fragdo PmF-6 do extrato etanolico de P. macahensis.

4.45. Estudo do Grupo PmF-14

O grupo PmF-14 (3,0772 g) apresentou-se como fracdo de coloragédo verde, contendo
cristais. Esta foi submetida a coluna cromatografica, silica gel 60 e eluida com os solventes
Hex/CHCI; (3:7), CHCI3, CHCI3/MeOH (9:1), MeOH e MeOH /EtOH (8:2). Foram obtidas
60 fracGes de 50 mL cada. As fracdes foram analisadas por cromatografia em camada delgada
e as com perfis cromatogréaficos proximos foram agrupadas, obtendo 13 grupos. Conforme o

esquema apresentado na Figura 18.
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PMF-14

Figura 18: Fluxograma do fracionamento da fracdo PmF-14 do extrato etandlico de P. macahensis.

m=3,0772¢g
Hex/CHCI; 3:7, CHCI3;, CHCI3/MeOH 9:1,
MeOH e MeOH/EtOH 8:2
60 fracBes
CCD
13 grupos
G (1-6) G (9-23) G (42-43) G (50-51) (53) G (54-56) GS(57-60)
0,0399 ¢ 0,0359 ¢ 0,0083 g 0,0299 ¢ 0,2915¢ 0,2401 ¢ 0,3459 g
G (7-8) G (24-38) G (44-49) G (52) GS (53) G (57-60)
0,0066 g 0,0315¢ 0,0299 ¢ 0,1521 ¢ 0,0259 g 1,0475¢g

Ao coletar a fracdo 53 da coluna (Figura 18), foi observada a separagdo de fases

(metandlica e cloroférmica). A fase metandlica, apds separacao e concentracdo, apresentou-se

como um s6lido em meio a cera de coloracao verde, sendo denominado grupo GS (53). Desse

grupo 0,0100 g foi submetido a purificagdo em coluna de Sephadex, utilizando como eluente

EtOH, sendo obtidos 14 fragOes de 2 mL cada. O agrupamento por similaridade em CCD

resultou em 3 grupos. Desses grupos, 0 GGS (9-14), m = (0,0039 g) levou ao isolamento de

um solido claro, denominado PmF-14.2, como observado no esquema apresentado na Figura

19.

GS (53)
(m = 0,0100 Q)

Sephadex

14 Fragdes

CCD

GGS (1-6)
m=0,0020 g

3 Grupos

GGS (7-8)
m =0,0026 g

GGS (9-14)

m = 0,0039 g

Substancia PmF-14.2
m =0,0039 g
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Figura 19: Fluxograma da purificacdo da fracdo GS (53) do extrato etanolico de P. macahensis.

As demais, fragOes que apresentaram pouca massa ou apenas apresentaram material de
natureza graxa, nao foram estudadas.

Ao coletar as fragcdes 57-60 da coluna (Figura 18), também foi observada a separacao
entre as fases, metanolica e cloroférmica. A fase metandlica foi separada e ap6s concentracdo
levou ao grupo GS (57-60). Seu estudo foi feito através de coluna cromatografica,
empacotada com silica gel 60 e eluida com os solventes CHCI3/EtOH/Hex 4:3:3, CHCls/
EtOH 8:2, CHCI3/ EtOH 6:4, CHCI3/ EtOH 1:1, CHCI3/ EtOH 3:7, EtOH puro, obtendo-se 46
fragdes de 30 mL cada. Posteriormente, essas foram estudadas e agrupadas por cromatografia
em camada delgada, obtendo-se 7 grupos, conforme apresentado na Figura 20. Ao grupo GG
(5-11) (m = 0,0436 g) foi adicionado hexano e acetona, obtendo-se duas fases. Apos
separacdo, a fase acetdnica levou ao isolamento de um solido de coloragdo amarelo palha,
denominado PmF-14.1 (m=0,0294 g).

GS (57-60)
m =0,3459 g
CC (CHCIy/EtOH/Hex 4:3:3, CHCly/ EtOH 8:2, CHCl/
EtOH 6:4, CHCly/ EtOH 1:1, CHCIy/ EtOH 3:7, EtOH)
46 fracBes
CCD
7 grupos
G (2) GG (5-11) GG (16-19) GG (25-30)
0,0026 g 0,0436 ¢ 0,0033 g 0,0356 g
GG (3-4) GG (12-15) GG (20-24)
0,0039 ¢ 0,0069 g 0,0059 g
Acetona
Substancia PmF-14.1 Filtrado
m =0,0294 ¢

Figura 20: Fluxograma da purificacdo da fracdo GS (57-60) obtido do grupo PmF-14 do extrato
etandlico de P. macahensis.
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4.4.6 Demais Grupos

O grupo PmF-7 foi trabalhado através de lavagem com acetona, foi obtido um solido,
branco amorfo, a anélise por CCD apresentou trés manchas, necessitando de maior
purificagéo.

PmF-8 e PmF-12 de caracteristica polar, encontra-se em etapa de purificacéo.

O grupo PmF-13 foi purificado e por apresentar pouca massa e bastante resina verde,
ndo foi possivel o isolamento.

A amostra PmF-14.2 de pouca massa, apds purificacdo apresentou-se como um sélido
branco em meio a resina verde. A analise em CCD apresentou duas manchas, ndo sendo

possivel sua purificacéo.
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5. RESULTADOS

5.1. Material Vegetal

As folhas de P. macahensis foram coletadas as margens do rio de Contas, municipio
de Itacaré - BA, sul da Bahia em campo arenoso, P. macahensis apresentou-se como uma
arvore grande com mais de dez metros de altura (Figura 21). As folhas foram secas e
trituradas e submetidas a extracdo sucessivas por maceracao utilizando os solventes hexano e
etanol. O extrato etandlico foi submetido ao fracionamento através de técnicas fitoquimicas

para obtencéo de seus compostos.

Figura 21: Fotos de P. macahensis. Fonte: Foto da autora

5.2. Prospeccédo Fitoquimica

De acordo com Matos (2009) o conhecimento da composi¢do quimica do extrato
através de testes quimicos qualitativos rapidos e de baixo custo, auxilia a identificacdo das
classes de metabdlitos secundarios que estdo presentes nos extratos, possibilitando uma

escolha adequada do melhor método para sua extracdo e de bioensaios aos quais possam ser
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submetidos. Nesse estudo, essas informagdes preliminares sobre a composi¢do quimica da
espécie foi de fundamental importancia, pois na literatura ndo foram encontrados estudos

quimicos referente a espécie P. macahensis.

Os principais metabdlitos detectados utilizando testes de prospeccao fitoquimica,
segundo Matos (2009), presente no extrato etanolico das folhas de P. macahensis encontram-

se listados na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados das reaces indicativas das principais classes de metabolitos
secundarios do extrato etandlico de P. macahensis.

Classe de Metabdlito Secundario Resultado
Fendis e taninos +
Antocianinas®, antocianidinas® e +2

flavonoides?

Leucoantocianidinas®, catequinas® e +
flavonas?®

Flavonois, flavononois e xantonas -

Eesteroides® e triterpenoides® +12

(Lieberman-Burchard)

Saponinas +
Alcaloides +
Cumarinas -

(+) presenga (-) auséncia; (1, 2) resultado indicativo para o metabo6lito sobrescrito com a numeracao.

A prospeccdo fitoquimica do extrato etandlico das folhas P. macahensis indicou a
presenca de fendis e taninos; flavonoides; flavonas; esterdides, triterpenoides; saponinas e

alcaldides.

Estudos realizados por Montenegro et al. (2006) com espécies da familia Sapotaceae,
revelou a ocorréncia de flavonoides, terpenoides, compostos fenolicos e alcaloides em
espécies desta familia. Silva et al. (2007) destacam que os flavonoides e os terpenoides sdo
0s principais constituintes quimicos mais evidenciados no género Pouteria, principalmente em

extratos de folhas.

Em estudo de prospeccdo fitoquimica realizado por Oliveira e colaboradores (2014)

com a espécie P. ramiflora as analises dos extratos aquosos e etandlicos, parte interna e
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externa da casca do caule, mostraram a presenca de compostos fenolicos e taninos nos quatro
extratos. No extrato etandlico (casca interna e externa) foram detectados esterdides,
triterpenos e antraquinonas. No extrato aquoso (casca interna e externa), foram encontrados
saponinas, glicosideos cardiotdnicos e alcaloides. As cumarinas foram detectadas em todos 0s

extratos, exceto no extrato etanolico da casca interna.

As classes fenois e taninos; flavonoides; flavonas; esteroides, triterpenoides; saponinas
e alcaloides detectados na planta em estudo corroboram com relatos na literatura para a

familia.

5.3. Analise da capacidade antioxidante pelo método DPPH

O método de sequestro de radicais livres baseia-se na descoloracdo do radical 2,2-
difenil-1-picrilidrazila (DPPH-). O DPPH possui coloracéo violeta, mas quando é reduzido
(tem seu elétron livre sequestrado pelo antioxidante) muda de cor, passando a ter uma
coloracdo amarelada. Assim, a sequéncia da reacdo pode ser monitorada em
espectrofotometro pela diminuicdo da absorbéncia do DPPH, que tem sua absorbancia
méaxima num comprimento de onda de 517 nm (SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

N02 NOZ
. H

O,N N—N O,N N—N
NO, NO;

Figura 22: Estrutura do Radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH-), na forma de radical (a esquerda)
e na forma reduzida (MOLYNEUX, 2004).

A tabela 4, mostra os resultados para a percentagem de captura de radical livre DPPH
obtidos no extrato de P. macahensis e comparado com padrao de acido ascorbico. A atividade
antioxidante do extrato e do padrdo foi calculada estabelecendo uma regressao linear (Figura

23) com base, nos dados apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Percentagem de captura de radical livre DPPH obtidos d extrato de P. macahensis e
do &cido ascorbico.

Amostra Concentracéo final % de captura DPPH
(g mL™)
1,05 91,1+1,37
0,85 80,3 £ 0,55
0,65 65,8+1,11
Extrato etandlico 0,45 47,1+043
0,25 32,0+ 0,26
0,05 09,1 0,73
3,37 77,8 £0,83
3,00 72,1+1,40
) 2,62 63,5+0,10
Acido ascoérbico 2,25 53,1+ 0,08
1,87 46,4 £1,04
1,50 36,3 10,26
1,12 29,1+ 0,08
100 y = 80,73x + 10,164 100 y = 22,36x + 3,781
2 = —
80 R?=0,9893 80 R2 = 0,993
S 60 X 60
- -
& 40 X 40
20 20
0 0
0 02 04 06 08 1 1,2 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Concentragdo pg mL! A Concentragdo ug mL! R

Figura 23: Comparacao das curvas analiticas obtidas pelo método da captura de radicais livres DPPH
para o célculo do valor de CEs, de P. macahensis (A) e do padrdo acido ascérbico (B).

Os resultados mostram para o extrato etanolico de P. macahensis uma CEsy = 0,49 g
mL e indice de Atividade Antioxidante — IAA de 47,94, e para o 4cido ascérbico um CEs =
2,06 ug mL™e IAA=11,44. Segundo Scherer e Godoi (2009) pode-se categorizar a AAO de
uma amostra vegetal como muito fraca de o IAA < 0,5; fraca IAA entre 0,5 e 1,0; moderada
IAA entre 1,0 e 2,0; forte IAA entre 2,0 e 2,5 e muito forte IAA > 2,5. Portanto, o extrato
etandlico apresentou um elevado potencial antioxidante, bem maior comparado ao padrao

acido ascorbico.

O alto potencial de redugdo do extrato etandlico de P. macahensis, superior ao
antioxidante padrdo de comparagédo, pode ser explicado pelo sinergismo existente no extrato,
devido a variedade de compostos presentes. De acordo com Laguerre et al. (2007) a eficacia
de qualquer substancia que apresente atividade antioxidante pode ser melhorada, quando em
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um sistema existem varios compostos que atuem por meio de diferentes mecanismos para
alcancar o mesmo fim. Dessa forma, sinergismo pode ser definido como um fenémeno no
qual uma mistura de dois ou mais compostos, quando adicionados em um mesmo sistema,
resulta em um efeito mais pronunciado que aquele apresentado pelos compostos isolados. Os
compostos que se destacam e apresentam atividade antioxidante sdo os compostos fendlicos
(&cidos fendlicos, diterpenos fendlicos, isoflavonas, flavondis, flavonoides e estilbenoides),
acidos organicos, fosfolipideos, tiols, amino acidos, tocois derivativos e xantofilas. De acordo
com a estrutura molecular, a atividade antioxidante de compostos naturais ou sintéticos pode
exibir diferentes mecanismos de acdo antioxidante. Extratos de plantas, por exemplo, podem
conter mais de um composto antioxidante apresentando melhor atividade, quando comparado
com uma substancia isoladamente (ERKAN et al., 2008; CAPITANI, 2009).

Estudo realizado por Aseervatham et al., (2014) indicou a atividade antioxidante pelo
método DPPH do extrato do fruto de P. campechiana (Kunth) Baehni, coletada no distrito
Kanyakumari, india. Foi utilizada uma curva analitica com cinco pontos equidistantes, a
concentracdo de 250 pg mL™ apresentando 71,6% de inibicdo do radical DPPH e CEs, de 54
ng mL™, comparado com padrdo de BHT 10 pg mL™. Dando continuidade aos estudos, ap6s
0 uso da técnica de HPLC foram isolados varios flavonoides, sendo atribuido a essas

substancias a atividade antioxidante.

Estudos realizados por Castro et al., (2006) avaliaram a atividade antioxidante dos
extratos brutos de folhas de P. caimito, P. gardnerii, P. ramiflora e P. torta, através do
método DPPH, utilizando o BHT como padrdo de comparacdo. Os extratos brutos obtidos
apresentaram atividade antioxidante significativa, com a excecdo dos extratos hexanicos.
Ensaios preliminares indicam a presenca, nos extratos mais polares, de compostos fendlicos,
principalmente flavonoides. Considerando que essa classe de substancia tem sido referida
como potencialmente antioxidante, sua presenca pode justificar os resultados obtidos (Tabela
5).
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Tabela 5: Atividade antioxidante em Pouterias (CASTRO et al., (2006).

Espécie Extrato CEso pg mL™
P. caimito Hexanico 1570,0
Etanolico 20,2
Aguoso 72,9
P. gardinerii  Hexanico 181,0
Etanolico 95,8
Aquoso 46,5
P. ramiflora  Hexanico 291,0
Etanolico 6,3
Aquoso 37,5
P. torta Hexanico 2000,0
Etandlico 10,1
Aguoso 59
BHT - 15,0

5.4. ldentificacdo das substancias presentes no extrato etandlico de P. macahensis

5.4.1. Composicdo quimica dos 6leos fixos

PmF-2 apresentou-se como material graxo conforme descrito na pagina 41. A analise
do espectro no IV (Figura 25, Pagina 55) revelou banda de absorcéo forte em 2924 cm™,
caracteristico de estiramento assimétrico de ligacdo CH de grupos CH alifaticos e em 2852
cm™, absorcdo média, caracteristica de estiramento simétrico de ligagdo C-H de grupos CH, e
CHs alifaticos. Em 1734 cm™ observou-se banda de estiramento forte caracteristica de ligacdo
C=0 de éster, bem como, estiramento C-O em 1245-1010 cm™.

A mistura de ésteres foi caracterizado por reacdo de transesterificacdo (Figura 24).
Esta, muito utilizada, consiste numa reag¢do quimica de um éster com um alcool (metanol ou
etanol) na presenca de um catalisador acido ou basico, formando ésteres como principais
produtos (SILVA, 2005). Assim, 0s ésteres graxos de PmF-2 foram caracterizados através da
comparacdo dos tempos de retencdo da fracdo transesterificada com padrdo de esteres
metilicos de &cidos graxos, utilizando as condigdes descritas nas paginas 34 e 35.
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Hc—o~8—R * HCOH ———> HC—0H  + 3H;C—0—C—R
I
H2C—O—C—R Hzc—OH

Figura 24: Reacdo geral de transesterificacéo.

Ap0s andlise por CG-FID e avaliacdo dos cromatogramas de acordo o Tr e numeros de
carbono, pode-se observar que o tamanho da cadeia graxa exerce maior influéncia na ordem
de eluicdo do que o numero de insaturacdes na cadeia principal do composto, ou seja, quanto
menor a cadeia menor serd a reten¢do no cromatografo. Diante dos resultados apresentados na
tabela 6 é possivel inferir que a fragdo PmF-2 é composta varios ésteres, sendo behénico
(C22:0), erucico (C22:1n9) e oléico (C18:1n9-c) os principais. A fracdo PmF-2 contém
derivados de &cidos graxos, conforme dados do espectro no IV e reacdo de transesterificacdo
realizados. Silva (2007), isolou do extrato hexanico de P. gardnerii (Mart. & Miq.) Baehni
uma mistura de ésteres de cadeia longa. Os espectros no IV das fragcdes PmF-1 e PmF-3 néo
apresentaram banda de absorcdo forte na regido caracteristica de estiramento de C=0 de
derivados de acidos carboxilicos. Portanto, sdo compostos de derivados alifaticos diferente da

mistura de &cido graxos.

Tabela 6: Composicado dos ésteres de acidos graxos encontrados na fracdo PmF-2.

Padrdes PmF-2
Padrdes de ésteres metilicos de acidos NUmeros TR TR Area
graxos de cadeia longa De Carbono (min) (min) (%)
Ester metilico do &cido céprico C10:0 5.813
Ester metilico do 4cido laurico C12:.0 9.940
Ester metilico do &cido tridecanoico C13:.0 14.231
Ester metilico do &cido miristico C14:.0 16.291
Ester metilico do &cido miristoleico C14:1n9-c 18.286
Ester metilico do &cido pentadecanoico C15:0 18.974  19.048 1,1
Ester metilico do &cido palmitico C16:0 20.205
Ester metilico do &cido palmitoléico C16:1n9-c 22.080
Ester metilico do &cido heptadecanoico C17:0 22.498
Ester metilico do cido estearico C18:.0 23.839  23.827 15
Ester metilico do &cido elaidico C18:1n9-t 25.606  25.555 4,8
Ester metilico do 4cido oléico C18:1n9c 25.941  25.860 14,2
Ester metilico do &cido linoléico C:18:2n6-c 26.651  26.606 5,6
Ester metilico do acido arachidico C20:0 27.655  27.657 3,0
Ester metilico do &cido cis-11-eicosenoico C20:1 28.857  28.880 7,0
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Ester metilico do acido linolénico C18:3n3 29.186  29.205 42
Ester metilico do acido behénico C22:0 33.721 33.884 30,4
Ester metilico do acido erlcico C22:1n9 34.323 34.474 25,3

Nota: coluna capilar de silica fundida Carbowax (30m X 0,25mm), temperatura inicial a 60°C, acrescida de 5 °C
min™. até 200 °C, sendo mantida nessa temperatura por 5 minutos. Mistura de 4cidos graxos (FAME) variando
de 8 a 22 carbono certificada (Supelco — USA; catalogo 47801- Lot: LC00126).
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Figura 25: Espectro na regifo do IV de PmF-2 (KBr), regido de 4000-600 cm™.

5.4.2. Determinacao estrutural de PmF-4: 3p-hidroxifriedelano (friedelinol)

PmF-4 foi isolado por cromatografia em coluna da fracdo hexanica (PmF-4), oriunda
do extrato etandlico de P. macahensis, e apresentou-se em grande quantidade, sendo
purificado por recristalizacdo em acetona, conforme descri¢do nas paginas 41 e 42. PmF-4
apresentou-se com um solido branco, amorfo (m = 0,5151 g), parcialmente solivel em CHClI;
e com faixa de fusdo de 260 — 263 °C. O teste de Lieberman-Burchard desse sélido de
resultado positivo para triterpeno pentaciclico. Sua determinacdo estrutural foi feita com base
nas anélises dos seus espectros no 1V, RMN 'H e *C, DEPT -135, HSQC, HMBC e em
comparagdo com dados da literatura (Tabela 7, Pagina 58) (SALAZAR et al., (2000).

O espectro no infravermelho de PmF-4 (Figura 27, Pagina 59) mostrou um padrao

caracteristico de triterpenos oxigenados, com absorcdo em 3478 cm™ caracteristica de
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estiramento de ligacdo OH de hidroxila, em 2930 cm™, absorcdo forte caracteristico de
estiramento assimétrico de ligacdo CH de grupos CH, alifaticos e em 2875 cm™, absorcéo
média, caracteristica de estiramento simétrico de ligacdo C-H de grupos CH, e CHjs aliféticos.
Apresentou ainda absorcdo média em 1463 e 1383 cm™ caracteristica de deformago angular

no plano de ligagdo simples CH de compostos alifaticos (PAVIA et al., 2012).

O espectro de RMN de *H de PmF-4 (Figura 28 e 29, pagina 60 e 61) apresentou sinal
de absorcdo tipica de triterpenos com seis metilas em carbonos ndo hidrogenados e uma
metila no carbono C-4, caracteristicos de triterpenos friedelanos, esses de 6y 1,17 a 0,79; sinal
em 6y 3,83 (1H, t, J = 2,3 Hz) para o hidrogénio do carbono C-3, caracteristico de hidrogénio
carbinolico e sinais correspondentes a hidrogénios metilénicos e metinicos entre oy 1,94 e
2,47. O dupleto em 84 1,02 (H, d, J = 7 Hz) referente ao H-23, caracteristico de esqueleto

friedelano.

O espectro de RMN de **C juntamente com o DEPT-135 de PmF-04 (Figura 30 e 31,
Pagina 62 e 63) revelaram a presenca de 30 sinais, dos quais oito foram atribuidos a carbonos
metilicos (CH3), onze metilénicos (CH,), cinco metinicos (CH) e seis carbonos nédo
hidrogenados (C). O sinal em &¢ 72,14, atribuido ao carbono metinico carbindlico juntamente
com o sinal no espectro no 1V em 3470 cm™, sugerem a presenca do grupo hidroxila no C-3.
Esses dados, comparados aos obtidos da literatura sugerem que o sélido PmF-4 seja o 3p3-
hidroxifriedelano (Tabela 7). O experimento de HSQC foi utilizado para correlacionar H-C
(Figura 32, Pagina 64). Esses dados sugerem um triterpeno da classe dos fridelanos, na Tabela
7 é apresentado os deslocamentos de **C para PmF-4 comparado com os dados da literatura.

A anélise das correlacdes observadas no espectro *H x *C HMBC (Figura 33, P4gina
65) entre os sinais oy 3,83 (1H, t, J = 2,3) e 6¢ 15,85 (C-1), 37,85 (C-5), 49,30 (C-4) e 11,66

(C-23) permitiu confirmar a presenca do grupo hidroxila no carbono C-3.
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A configuracio do carbono 3 foi definida por comparagdo dos dados de RMN de *C
para as substancias 3a e 3p-friedelinol relatada na literatura. Ao comparar o valor de
deslocamento quimico em &¢c 15,85 do C-1 com os valores de deslocamentos para este
carbono, na literatura, ¢ 16,16 e 19,76 para B ¢ o, respectivamente, foi observado que a
hidroxila encontra-se na posigdo B. Esta possivel de confirmar também pelos valores de
deslocamentos dos carbonos vizinhos e a correlagdo em oy 3,83 (H-3) com o C-3, em que
hidroxila influéncia a configuracdo. Experimentos realizados por Salazar et al. (2000)
conformam a esterioquimica através do experimento de NOESY em que a o grupo OH na
posicéo B (equatorial) o H-3 (6¢c 71,59) correlaciona com H-2 e H-4 e 0 H-23 e quando a OH
esta na posicao a 0 H-3 (axial); correlaciona com H-1 (ax), H-2 (eq), H-23 e H-24. A partir do
mapa de contorno HSQC e HMBC observaram-se que os valores para 0s &tomos de carbono
C-1, C-2, C-4, C-10, C-23 e C-24 sofrem uma maior influéncia devido a posicao da hidroxila

no carbono 3, Figura 26.
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Figura 26: Correlagdes observadas no Noe para 0 3a e 3p-friedelinol (SALAZAR et al., 2000).

Os dados analisados, juntamente com a faixa de fusdo, comparacdo direta com a
amostra auténtica e os dados de RMN de *3C da literatura (SALAZAR et al., 2000), (Tabela
7, pagina  58) sugerem a  substincia PmF-4  como  sendo 3pB-
hidroxifriedelano. Esta substancia também foi isolado das folhas P. torta (LOPES, et al.,
2005).
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Tabela 7: Comparacdo dos dados de RMN de

literatura para 3B-hidroxifriedelano (SALAZAR et al., 2000).

Ber ®cx  lit®c/p littCla

Posicdo DEPT (6) (6)* (6)*
1 CH, 1585 16,16 19,76
CH, 36,02 36,14 37,00

3 CH 7214 7159 7111
4 CH 4930 4962 5341
5 C 3785 3809 3812
6 CH, 41,76 4199 4153
7 CH, 1751 17,69 17,92
8 CH 5314 5327 53,00
9 C 37,06 37,18 37,05
10 CH 6142 6165 60,25
11 CH, 3539 3566 3557
12 CH, 3056 30,69 30,64
13 C 3829 38338 3831
14 C 3960 39,69 39,70
15 CH, 3226 3234 3288
16 CH, 3551 3590 3512
17 C 2993 3002 3001
18 CH 42,79 42,88 42,88
19 CH, 3526 3536 35,36
20 C 2806 2817 2816
21 CH, 32,77 3288 3288
22 CH, 39,18 39,28 39,27
23 CH; 11,66 12,09 10,22
24 CH; 16,33 16,58 14,63
25 CH; 18,17 1835 18,17
26 CHs; 20,00 2013 20,18
27 CH; 1853 1869 18,68
28 CH; 3200 3212 3213
29 CH; 3490 3502 3502
30 CH; 31,71 3185 3186

* CDCl; e piridina-d5.

3C de PmF-4 com os dados da
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Figura 27: Espectro na regido do IV de PmF-4 (KBr), regido de 4000-600 cm™
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Figura 28:Espectro de RMN de *H (400 MHz) de PmF-4 em CDCl;e piridina-d5.
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5.4.3. Determinagéo estrutural de PmF-4.2: 3-oxofriedelano (friedelina)

PmF-4.2 foi isolado por cromatografia em coluna e recristalizado em MeOH, como
descrito na metodologia da pagina 41 e 42. Apresentou-se como um sélido branco, amorfo,
soltvel em CHCI3 (m = 0,0030 g) e com faixa de fusdo de 256-260 °C. O teste de Lieberman-
Burchard foi positivo para triterpeno pentaciclico.

O espectro no infravermelho de PmF-4.2 (Figura 34, Péagina 68), apresentou bandas
de absorcao intensa em 2924 e média em 2850 cm™, atribuidas a deformacdes axiais de C-H
de grupos CH, e CHs de alifaticos, respectivamente. Em 1733 cm™ foi observada absorcao
forte caracteristica de deformacdo axial de grupo C=0 de cetona alifatica. E as bandas de
absorcéo média, em 1465 e 1383 cm™ relacionados & deformacéo angular de ligacdo C-H de
compostos alifaticos.

O espectro de RMN de *H de PmF-4.2 (Figura 35 e 36, Pagina 69 e 70) apresentou 8
simpletos entre 64 1,18 a 0,78 indicando a presenca de grupos metilicos. Destes o sinal largo
em o6y 0,88, foi atribuido ao hidrogénio metilico do C-23, caracteristico de esqueleto
friedelano (VIEIRA-FILHO, 2002). Sinais correspondentes a hidrogénios metilénicos e
metinicos foram observados entre 6y 1,93 e 2,46.

A andlise do espectro de RMN de **C com auxilio do experimento de DEPT-135
(Figuras 37-39, pagina 71-73) de PmF-4.2 revelaram a presenca de 30 sinais de carbonos,
sendo que esses dados juntamente com o sinal em ¢ 212,83 permitiu sugerir que 0 composto
PmF-4.2 tratava-se de um triterpeno com grupo carbonila, contendo oito metilas (CHs), onze
metilenos (CH>), quatro metinicos (CH) e sete carbonos ndo hidrogenados (C) (Tabela 8,
Pagina 62).

Os dados analisados, juntamente com a faixa de fusdo, comparagdo direta com a
amostra auténtica e os dados de RMN de C da literatura (SILVA, 2007), (Tabela 8, Pagina
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67) permitem sugerir a substancia PmF-4.2 como sendo 3-oxo-friedelano. Essa substancia ja
foi isolada das folhas de P. ramiflora (RODRIGUES, 2015).

Tabela 8: Comparagdo dos dados de RMN de *C de PmF-42 com os dados da
literatura para friedelina (SILVA, 2007).

Bl SC* lit°C/
Posicéo DEPT ()] ()
1 CH, 22,17 22,28
CH, 41,40 41,53
3 C 212,8 213,17
4 CH 58,10 58,24
5 C 42,78 42,14
6 CH, 41,19 41,30
7 CH, 17,50 18,24
8 CH 53,14 53,12
9 C 37,05 37,45
10 CH 59,37 59,50
11 CH, 35,38 35,64
12 CH, 30,56 30,50
13 C 39,60 39,71
14 C 38,29 38,31
15 CH, 32,76 32,78
16 CH, 35,02 36,01
17 C 29,93 29,99
18 CH 41,76 42,81
19 CH, 35,26 35,35
20 C 28,07 28,18
21 CH, 32,25 32,44
22 CH, 39,18 39,24
23 CHs 06,70 06,81
24 CHs 14,53 14,65
25 CHs 17,82 17,94
26 CHs 20,01 20,25
27 CHs 18,53 18,65
28 CHs 32,00 32,09
29 CHs 31,69 31,77
30 CHs 34,91 35,01

*CDCl; e piridina-d5, a literatura CDCls.
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5.4.4. Determinacdo estrutural de PmF-4.3: mistura de behenato e erucicato de

eritrodiolila, e PmF-4.4 palmitoleicoato de eritrodiolila

0
I}
/C\
CH3—€CH2 ~H,C” 0

n=19 P
n=19: 1n-9¢c H3CAQ H2C9~HZC
13

o

(@]

N

25 26
PmF-4.3 foi isolado por cromatografia em coluna e recristalizado em acetona, como

descrito na metodologia, (pagina 41 e 42). Apresentou-se como um solido branco, amorfo,
soltvel em CHCI3; (m=0,0215 g) e com faixa de fusdo de 118-121°C. O teste de Lieberman-

Burchard foi positivo para triterpeno pentaciclico.

O espectro no infravermelho de PmF-4.3 (Figura 45, Pagina 81) apresentou as bandas
de absorco intensa e média em 3474 cm™, caracteristica de estiramento de ligagdo OH de
hidroxila; 2952 cm™ caracteristico de estiramento assimétrico de ligacdo CH de grupos CH,
alifaticos; 2863 cm™ caracteristica de estiramento simétrico de ligagdo C-H de grupos CH, e
CHj alifaticos, 1735 cm™ atribuida a estiramento C=0 de éster alifatico, 1465 cm™ e 1384 cm’
1

caracteristicas de deformacdo angular no plano de ligacdo simples CH de compostos

alifaticos e 1298-1015 cm™ referente a estiramento C-O.

O espectro de RMN de *H de PmF-4.3 (Figura 46-48, pagina 82-84) apresentou sinais
entre 84 0,8 e 6y 1,3 caracteristicos de grupos metilicos (CH3) em estruturas de triterpenos,
sinal simples e intenso presente em &y 1,26 caracteristico de hidrogénio metilénico (CH,) de
H-C de cadeia longa e o tripleto definido em &y 2,28 (2H, J = 6,4 Hz) equivalente ao
hidrogénio H-2’ de éster graxo de triterpeno (WANG et al., 2009). O sinal em 6y 4,51 (1H,
dd, J; = 7,5e J, = 8,4 Hz) foi atribuido ao H-3, hidrogénio oximetinico, sugerindo que PmF-
4.3 encontra-se esterificado no C-3. A presenca de dois dupletos definidos em o4 3,21 (1H, d,
J = 10,8 Hz) e 64 3,53 (1H, d, J = 10,8 Hz) de hidrogénio oximetilénico acoplados e um
tripleto definido em 645,17 (1H, t, J = 3,06 Hz), sugere a presenca do esqueleto eritrodiol, um

triterpeno oleanano.
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O espectro de RMN de **C (Figura 49 e 50, Pagina 85 e 86) de PmF-4.3 apresentou 30
sinais de 4tomos de carbono do esqueleto triterpénico, além de sinais de carbono alifatico do
éster. Apresentando sinais em &¢c 122,31 e 6c 144,22 caracteristicos de carbono olefinico,
referentes ao C-12 e C-13, respectivamente para triterpenos com esqueleto olean-12-eno. O
sinal em 6c 69,71 referente a carbono oximetilénico C-28, reforca a proposta do eritrodiol
(MAHATO, 1997). O sinal em &¢ 173,67 reforca a proposta da esterificacdo, uma vez que é
caracteristico de carbono carbonilico de éster (C-1"), além de sinal em 6¢ 80,55 referente ao
carbono oximetinico (C-3). Os carbonos metilénicos foram observadas em dc 34,68 (CH,, C-
2") e d¢c 29,69 (CH2n) (WANG, et al., 2009), (Tabela 9, Pagina 79-80). Além desses, foi
observado no RMN de 'H um sinal simples e intenso em &y 1,26, que foi atribuido a
hidrogénio metilénico de éster de cadeia longa, um tripleto em &y 2,28 referente ao H-2’ de
éster graxo de triterpeno. O experimento de HSQC foi utilizado para correlacionar o

hidrogénio aos seis respectivos carbonos (Figura 51, Pagina 87).

As correlagdes observadas no espectro *H x **C HMBC (Figura 52 e 53, P4gina 88 e
89) permitiram confirmar a ligacdo dupla C-12 / C-13, pela correlagéo do sinal em &y 5,19
(1H, t, H-12) com os sinais de 6c 47,52 (C-9), 23,54 (C-11), 42,36 (C-18). O grupo
oximetilénico C-28 também foi confirmado por correlacdo HMBC entre 6y 3,53, 3,21 (1H, d,
H-28) e ¢ 22,03 (C-16) e 31,04 (C-22), correlacao de sinal em &4 4,51 (1H, d, J=8,4, H-3) e
d¢c 38,28 (C-1), 23,60 (C-2), 28,05 (C-23), 15,56 (C-24) e 173,67 (C-1’) confirma a
esterificacdo do C-3. Os deslocamentos quimicos citados sdo compativeis com os valores
reportados por WANG, et al., 2009. Esses dados indicam que PmF-4.3 é o eritrodiol

esterificado com &cido graxo de cadeia longa.

A fim de identificar a cadeia longa do éster derivado do acido graxo, PmF-4.3 foi
submetido & reacdo de transesterificacdo na presenca de MeONa, conforme metodologia
(pagina 35), fornecendo o éster metilico e o eritrodiol livre. A analise CG-FID forneceu dois

sinais no tr; 33.721 min e try 34,721, que ao serem comparados com padrées de FAME
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(sequindo as mesmas condi¢fes cromatograficas) sugerem tratar-se dos ésteres metilicos do

acido behénico (C22:0) e éster metilico do acido erdcico (C22-1n9).

Figura 40: Reacéo de transesterificacao.

Os dados analisados, juntamente com a faixa de fusdo e os dados de RMN de *C da
literatura (WANG, et al., 2009), (tabela 9, pagina 79-80) permitiram identificar o solido
isolado PmF-4.3 como uma mistura de derivados de ésteres do eritrodiol: behenato e

erucicato de eritrodionila.
Eritrodiol

Ap0s neutralizacdo da fase aquosa, seguida de extragdo com CH,Cl,, foi isolado um
solido branco de ponto de fusdo 128 °C. O experimento de RMN desse solido apresentou
diferencas, quando comparado aos triterpenos esterificados (PmF-4.3).

O espectro no 1V apresentou bandas de absorcdes intensa e média em: 3447 cm™
caracteristica de estiramento de ligacgdo OH de hidroxila; 2922 cm™ caracteristico de
estiramento assimétrico de ligacdo CH de grupos CH alifaticos; 2863 cm™ caracteristica de
estiramento simétrico de ligacdo C-H de grupos CH, e CHj aliféticos, auséncia da absor¢édo
em 1735 cm™ atribuida a estiramento C=0 de éster alifatico, 1437 cm™ caracteristica de

deformacéo angular no plano de ligacéo simples CH de compostos alifaticos.
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Figura 41: Espectro na regido no 1V do eritrodiol (KBr).
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O espectro de RMN de *H do eritrodiol (Figura 42, pagina 727) apresentou sinal entre
oy 0,8 e dy 1,3 caracteristicos de grupos metilicos (CH3) em estruturas de triterpenos.
Apresenta contaminacdo em &y 1,26 caracteristico de hidrogénio metilénico (CH,) de material
graxo de cadeia longa e auséncia do tripleto definido em oy 2,28 (2H, J = 6,4 Hz) equivalente
ao hidrogénio H-2’ de éster graxo de triterpeno. Neste espectro observa-se ainda a presenca de
dois dupletos definidos em 6y 3,21 (2H, d, J = 10,8 Hz) e 64 3,54 (1H, d, J = 10,8 Hz) de
hidrogénio oximetilénico referente ao H-28. O sinal do H-3 coaleceu com um dos hidrogénios
do C-28, comprovado pela integracdo do sinal em 6y 3,21 (2H). O tripleto definido em 645,17
(1H, J = 2,07 Hz) é caracteristico de hidrogénio olefinico H-12. O sinal em 64 4,5 (1H, d, J =

8,3 Hz) equivalente ao H-3, sugerindo que o grupo éster foi substituido por um grupo

hidroxila.
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Figura 42: Espectro de RMN de *H do eritrodiol em CDCl.

O espectro de RMN de *C (Figura 43 pégina 78) do eritrodiol apresentou 30 sinais de
atomos de carbono. Os sinais em 8¢ 122,31 e dc 144,22 caracteristicos de carbono olefinico,

referentes ao C-12 e C-13, respectivamente para triterpenos com esqueleto olean-12-eno. O
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sinal em 3¢ 69,71 referente a carbono oximetilénico C-28 correlacinou-se com 0s sinais em oy
3,54 e oy 3,21 no mapa de contorno HSQC confirmando a estrutura do eritrodiol (MAHATO,
1997), (figura 44, A). A auséncia do sinal de deslocamento em 6¢ 173,67 juntamente com a
presenca do sinal em 8¢ 80,55 referente ao (C-3) confirma a estrutura do composto proposto.
O eritrodiol ja foi isolado na sua forma livre e esterificado com &cido palmitico das folhas de
P. Torta por Lopes (2005).
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Figura 43: Espectros de RMN de **C e DEPT-135 do eritrodiol em CHCls.
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Figura 44: Estrutura do eritrodiol (A) e (B) do eritrodiol esterificado.
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PmF-4.4: Palmitoleicoato de eritrodiolila

PmF-4.4 foi isolado por cromatografia em coluna e recristalizado em acetona, como
descrito na metodologia (pagina 41 e 42). Apresentou-se como um sélido branco, amorfo,
soltvel em CHCI3; (m=0,0267 g) e com faixa de fusdo de 122-124 °C. O teste de Lieberman-

Burchard foi positivo para triterpeno pentaciclico.

O espectro no infravermelho de PmF-4.4, apresentou bandas de absorcdo similares a
PmF-4.3. Ap6s analise dos espectros de RMN de *H, °C (Tabela 9), DEPT-135, HSQC e
HMBC verificou-se que tratava-se do triterpeno eritrodiol esterificado, semelhante a PmF-
4.3. Para a identificacdo do ester derivado do acido graxo na estrutura, o sélido foi submetido
a reacdo de transesterificacdo, conforme metodologia para PmF-4.3. A analise CG-FID
forneceu um sinal em tg 21,203 min que comparados com padrdes de FAME (Tabela 6,
pagina 54 e 55) sugere tratar-se do éster metilico do &cido palmitoleico (C16-1n9).

As substancias PmF-4.3 e PmF-4.4 nunca foram relatadas no género Pouteria. Ragasa
et al. (2011) isolaram de P. campechiana um éster metilico do &cido 3f3,28-dihidroxi-olean-

12-eno, Lopes, (2015) isolou o palmitato de eritrodiolila das folhas de P. torta.

Tabela 9: Comparacdo dos dados de RMN de *C de PmF-4.3 e PmF-4.4 com os dados da
literatura para 3B-dodecanoil-28-hidroxil-olean-12-eno (WANG, et al., 2009).

5C: °C: °C: °C:
B¢/ PmF-43  PmF-44  lit®C/ B¢y PmF-4.3 PMF-4.4 lit*c/
Posicio  DEPT  (8)* (8)* (8)* Posicido  DEPT (8)* (8)* (8)*
1 CH, 38,28 38,24 38,2 23 CH, 28,91 28,04 28,0
2 CH, 23,81 23,53 235 24 CHj 15,56 15,58 15,6
3 CH 80,55 80,54 80,5 25 CH, 16,75 16,73 16,7
4 C 37,76 37,75 37,7 26 CH, 16,80 16,78 16,8
5 CH 55,27 55,22 55,2 27 CHj 25,90 25,92 259
6 CH, 18,25 18,23 18,2 28 CH, 69,71 69,75 69,8
7 CH, 32,54 32,49 325 29 CH, 33,17 33,20 34,1
8 C 39,82 39,79 39,8 30 CHj 23,58 23,46 23,6
9 CH 4752 47,48 475 1 C 173,67 173,76 1737
10 C 36,84 36,81 36,8 2 CH,  34,86/34,82 34,07 34,9
11 CH, 23,54 23,59 235 3 CH, 25,18 25,20 25,2
12 CH 122,31 12229 1223  4-T CH, 29,69 29,69 29,7
13 C 144,22 14422 1442 8 CH, 29,69 29,69 29,7
14 C 41,74 41,71 41,7 9 CH, 29,69 29,69 29,7
15 CH, 25,55 25,52 255 10° CH, 29,69 29,69:11°-13° 31,9
16 CH, 22,03 21,96 22,0 117 CH, 29,69 31,97-14° 22,7
17 C 36,95 36,94 36,9 12 CH, 29,69 21,96-15° CH4/14,1
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18 CH 42,36 42,34 423 13°-19° CH, 29,69 CH,;/14,10-16’
19 CH, 46,47 46,40 46,4 20 CH, 31,92
20 C 30,94 30,97 31,0 2U CH, 22,57/22,67
21 CH, 34,10 34,07 34,1 22 CH;3 14,03/14,09
22 CH, 31,04 31,04 31,0
* CDCls.

80



298

1 1099
1248 1069 {015

L3263

65 1384
465

3474

30 2863
2T

33 1735
2952 0

CHy(CHy)nCH,” ™0

0.0 T

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 600 4350,0
cm-1

Figura 45:Espectro na regi&o do IV de PmF-4.3 (KBr), regi&o de 4000 a 450 cm™,



CH:.[CHg}n{:Hg

Solvente

Dare:-

12 Aug ZD18
Document’s Tide:
ir

Specoum Tine:
PmF-4.2 H

Freguency (MHz)-
(F1)y4D0_180

Origimal Poings Cowne:
({F1) 65538

Acmual Points Cowne:
(F1) 65538

Acguisition Time (sec):

{1y B.17ER

Specmal Width (ppmn)-
{F1y 20023

Fulse Program:

L ki wsans

8.0 7.0
pem (E1)

Figura 46:Espectro de RMN de *H (400 MHz) de PmF-4.3 em CDCl;

82



(i
DOSY ——

3Gy —

EBLS

Fim

T 1.00

T 103

T 1.00

2.0

3.0

4.0

3.0

pprm (81}

Figura 47:Ampliacdo (0,4-6 ppm) do espectro de RMN RMN de *H (400 MHz) de PmF-4.3 em CDCl;

83



A i |

H-2 | | || | | cm;cm}ncllHﬂ"CI
T T T | T T T

[
2.50 2.00 1.50 1.00 0.50

ppm {t1)

'I'I H-3 H-28 H-28

ppm {t1)

Figura 48: Expansdes do espectro de RMN de *C (100 MHz) de PmF-4.3 em CDCl;. A - ampliacdo de (3,0-1,0 ppm); B - ampliacdo de (5,5-3.0 ppm).

84



09508 — |
ez —|
azm —

6L9es) —

5
=]
‘g
=
=
=
<
=
=

Solvente

4.0 35.0 30.0 25.0 2000 15.0

TR

45.0
PR

100

5

200

S0

]

1

ppm (t1)
Figura 49: Espectro de RMN de **C (100 MHz) de PmF-4.3 em CDCl,.A - ampliagdo de (14-48 ppm).

85



290 280 270 260 250 240 230 220 210
ppm (t1)

25558
25181
23,608

gyl s

I I T T T T I T T T T

150 100

Figura 50: Espectro DEPT-135 (100 MHz) de PmF-4.3 em CDCl;. A- ampliacdo (21-30 ppm).

50

86



H-28 H-28

o

3

Solvente
C-3—%
ﬁ
]
C-12
i |
ppm (t2)

Figura 51: Correlacéo de H-C observadas no mapa de contornos HSQC (400 MHz, CDCls) de PmF-4.3.
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5.4.5. Determinacdo estrutural de PmF-6.1: mistura de behenato, erucicato e
palmitoleicoato de acido betulinico

n=19
n=19:1n-9c 21

n=13:1n-9c

PmF-6.1 foi isolado por cromatografia em coluna da fragdo hexanica, oriunda do
extrato etandlico de P. macahensis, sendo purificado por recristalizacdo em metanol,
conforme descri¢cdo na pagina 43 e 44. Foi obtido como um sélido branco, amorfo (m =
0,0291 g) solavel em CHCI3 e com faixa de fusdo de 212-215°C.

O espectro no infravermelho de PmF-6.1 (Figura 55, Pagina 94) mostrou absor¢éo em
3421 cm™, caracteristica de estiramento de ligagdo OH de hidroxila de grupo acido, em 2920
cm, absorcdo forte caracteristico de estiramento assimétrico de ligacdo CH de grupos CH,
alifaticos; 2850 cm™ caracteristico de estiramento simétrico de ligacdo C-H de grupos CH; e
CHj alifaticos; 1700 e 1729 cm™ estiramento de C=0 de éster e acido carboxilico. Apresentou
ainda absorcdo média em 1458 e 1376 cm ™ caracteristica de deformacéo angular no plano de
ligacdo simples CH de compostos alifaticos.

O espectro de RMN de 'H de PmF-6.1 (Figura 56 e 57, P4gina 95 e 96) apresentou
sinal entre oy 0,8 e oy 1,7 caracteristicos de grupos metilicos (CH3) em estruturas
triterpénicas, sinal simples e intenso presente em &y 1,26 caracteristico de hidrogénio
metilénico (CH,) de H-C de cadeia longa, e um tripleto definido em 642,28 (2H, J = 7,5 Hz)
equivalente ao hidrogénio H-2’ vizinho a C=0 do éster do triterpeno. Além desses, foram
observados um sinal simples e intenso em &y 1,24, que foi atribuido a hidrogénio metilénico
de &cidos graxos de cadeia longa. O sinal em &y 4,46 (1H, dd, J; = 5,8 e J, = 10,2 Hz) foi
atribuido ao H-3 de hidrogénio oximetinico, sugerindo composto com C-3 esterificado
(WANG et al., 2009). A presenca de dois singletos largo definidos em oy 4,61 e oy 4,73
correspondentes aos hidrogénios da ligagdo dupla terminal no C-29, sugeriu um esqueleto do

acido betulinico esterificado.
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O espectro de RMN de **C (Figura 58 e 59, Pagina 97 e 98) de PmF-6.1 apresentou 30
sinais de &tomos de carbono de esqueleto triterpénico, além de sinais de carbono de éster
graxo. Os sinais em d¢ 109,70 ¢ 6¢c 150,22 séo caracteristicos de carbono olefinico, referentes
ao C-29 e C-20. O sinal em o&¢c 180,75 referente ao carbono de acido carboxilico (C-28)
reforga que o esqueleto da estrutura seja triterpeno pertencente a série dos lupanos, tratando-
se do acido betulinico (PENG et al., 1998) (Tabela 10, Pagina 93). O sinal em 6¢ 173,71 (C-
1”) confirma a presenca da esterificacdo,juntamente com o sinal em d¢ 80,50 referente ao
carbono oximetinico (C-3). Sinais de cadeia longa de éster foram observadas em d&c 34,23
(CHy, C-27), oc 14,62 (CH3-22"), 8¢ 29,60 (CHzn) (WANG et al., 2009). O experimento de
HSQC foi utilizado para correlacionar os hidrogénios aos respectivos carbonos (Figura 60,
Pagina 99).

As correlagdes observadas no espectro *H x **C HMBC (Figura 61-64, Pagina 100-
103) confirmaram a ligacdo dupla terminal em C-29 / C-20, pelas correlagfes dos sinais em
oy 4,73 e 4,61 (1H, s, H-29) com &¢ 30 (19,35), 20 (150,36) e 19 (46,93). Correlacdes do sinal
em oy 4,46 (1H, dd, J = 5,8 Hz, H-3) com os sinais em &¢ 38,43 (C-1), 23,30 (C-2), 28,91 (C-
23), 16,05 (C-24) e 173,71 (C-1°) confirmam a esterificacdo no carbono C-3. Outras
correlacdes foram observadas, com o sinal em 6y 3,09 (1H, m, H-19) e 6¢ 19,35 (C-30), 31,20
(C-21), 49,13 (C-18) e 109,70 (C-29). Os deslocamentos quimicos foram compativeis com 0s
valores reportados por Peng et al., 1998 (Tabela 10, Pagina 93). Esses dados sugerem que
PmF-6.1 seja o acido betulinico esterificado com acido graxo de cadeia longa.

A fim de identificar o éster graxo da estrutura, o solido foi submetido a reacdo de
transesterificagdo na presenga de MeONa, conforme metodologia descrita (pagina 35). O

cromatograma CG-FID dos ésteres metilicos forneceu sinais com tg 21,137 e tg 33,721 e
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34.724 min, que ao ser comparado com padrdes de FAME (seguindo as mesmas condic¢des
cromatograficas), Tabela 6, sugerem tratar-se do éster metilico do acido behénico (C22:0),

acido eurucico (C-22:1n9) e acido palmitoleico (C16:1n9c).

Os dados analisados, juntamente com a faixa de fusdo e os dados de RMN de *C da
literatura (PENG et al., 1998 e WANG et al., 2009), (Tabela 10, pagina 93) permitiram
identificar o sélido isolado PmF-6.1 como mistura de behenato, erucicato e paltitoleicoato do
acido betulinico.

PmF-6.1 nunca foi isolado no género. Ragasa et al. (2011) isolaram de P.

campechiana uma mistura de sitosterol e éster metilico do &cido betulinico.

Determinacdo do acido betulinico

Apds neutralizacdo da fase aquosa, seguida de extracdo com CH,Cl,, foi obtido um
solido branco. O experimento de RMN desse sélido apresentou diferencas, quando comparado
ao triterpeno esterificado (PmF-6.1).

Apbs comparacdo dos espectros no IV de PmF-6.1 e do &cido betulinico, foi
observado que o acido betulinico (Figura 54, Pagina 93) apresentou bandas de absorcdes
intensa e média em: 3421 cm™ caracteristico de estiramento de ligacdo OH de hidroxila; 2918
cm™ caracteristico de estiramento assimétrico de ligacdo CH de grupos CH, alifaticos; 2849
cm™ caracteristica de estiramento simétrico de ligacdo C-H de grupos CH, e CHjs aliféticos,
auséncia da absorcdo em 1729 atribuida a estiramento C=0O de éster alifatico e presenca da
absorcdo em 1718 cm™ atribuida a C=0 de 4cido carboxilico. Apresentou ainda absor¢do em
1437 e 1376 cm™ caracteristica de deformacio angular no plano de ligacdo simples CH de
compostos alifaticos, caracterizando o composto como &cido betulinico.
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Tabela 10: Comparacdo dos dados de RMN de *C de PmF-6.1 com os dados da
literatura para o acido betulinico (PENG, et al., 1998).

Bl °C lit>C/ Bel °C lit>C/

Posicdo DEPT (8)* (6)* Posicio DEPT (6)* (6)*
1 CH, 38,43 39,3 23 CHs 27,97 28,7
2 CH, 23,30 23,3 24 CHs 16,05 16,3
3 CH 80,61 78,1 25 CHs 16,16 16,4
4 C 38,41 39,5 26 CHs 16,53 16,4
5 CH 5546 56,0 27 CHs 14,67 14,9
6 CH, 18,18 18,8 28 C 180,75 178,8
7 CH, 34,28 34,9 29 CH, 109,70 109,9
8 C 40,74 41,1 30 CHs 19,35 19,5
9 CH 50,44 51,0 1 C 173,71
10 C 37,15 37,5 2 CH, 34,81/34,86
11 CH, 20,88 21,2 3 CH, 25,18
12 CH, 25,48 26,1 4-7 CH, 29,69
13 CH 3835 38,6 8 CH, 29,69
14 C 42,45 429 9 CH, 29,69
15 CH, 30,58 30,3 10 CH, 29,69
16 CH, 32,17 32,9 117 CH, 29,69
17 C 56,34 56,6 12° CH, 29,69
18 CH 49,31 49,8 13°-19° CH, 29,69
19 CH 46,93 47,8 20° CH, 31,92
20 C 150,36  151,3 21 CH, 22,57/22,67
21 CH, 31,37 31,2 22 CHs 13,88/14,02/14,08
22 CH, 37,04 37,6

* CDCls.
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5.4.6. Determinacéo estrutural de PmF-6: mistura rica em p-sitosterol

0
E
CH3—{CH2-H,C~ ~O
HO 28 ASs
n=19
n=19:1n-9¢c
n=13:1n-9c

PmF-6 foi isolado por cromatografia em coluna da fracdo hexanica, oriunda do
extrato etandlico de P. macahensis, sendo purificado por recristalizacdo em acetona,
conforme descri¢do na pagina 43 e 44. Foi obtido um sélido branco, amorfo (m = 0,0231 g)
soltvel em CHCI3; e com faixa de fusdo de 181-184 °C. O teste de Lieberman-Burchard foi

positivo para esteroides.

O espectro no infravermelho de PmF-6 (Figura 65, Pagina 106) mostrou bandas de
absorcdo em 3437 cm™ caracteristica de estiramento de ligagdo OH de hidroxila, em 2940 cm’
! absorcdo forte caracteristico de estiramento assimétrico de ligacdo CH de grupos CHy
alifaticos e em 2848 cm™, média, caracteristica de estiramento simétrico de ligagdo C-H de
grupos CH, e CHj alifaticos. Apresentou ainda bandas de absorcdo média em 1456 e 1374
cm™ caracteristicas de deformacgdo angular no plano de ligacdo simples CH de compostos

alifaticos e absorcdo média de carbonila em 1725 cm™.

O espectro de RMN de *H de PmF-6 (Figura 66 e 68, Pagina 107 e 108) apresentou
sinal entre 6y 0,61 e &y 2,37 caracteristicos de grupos metilicos, metilénicos e metinicos
compativeis para o esqueleto de esteroide e de triterpeno. Um multipleto em &y 3,52 foi
atribuido ao hidrogénio carbindlico H-3 do esteroide, o sinal e &y 5,35 foi atribuido ao
hidrogénio olefinico H-6 do esteroide. A presenca de dois singletos largos definidos em 64
4,60 e oy 4,73 indicam a presenga de hidrogénios de ligacdo dupla terminal em C-29 em
esqueleto lupano, mais especificamente ao acido betulinico. Os sinais em 6y 4,47 (1H, dd, J;
=5,8 J, = 10,2 Hz) atribuido ao H-3 de hidrogénio oximetinico e o multipleto em &4 3,09 (1H,
m, H-19) atribuido ao H-19 confirma a presenca do acido betulinico esterificado (Figura 70,
Pagina 111).

O espectro de RMN de *3C (Figura 68 e 69, P4gina 109 e 110) de PmF-6 apresentou

mais de 29 sinais. Seis metilicos, onze metilénicos, nove metinicos e dois C ndo hidrogenados
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sdo referentes aos esteroides. O sinal em 6¢ 80,61 foi atribuido ao carbono carbindlico C-3 do
esteroide. O sinal em d¢ 173,27 refere-se ao carbono de éster e 0s varios sinais em d¢ 29,33
pertencem aos carbono metilénicos (CH;) da cadeia alifatica do &cido betulinico. Os dados
analisados, juntamente com a faixa de fusdo, comparacdo direta com a amostra auténtica de B-
sitosterol e os dados de RMN de *°C da literatura (CHATURVEDULA e PRAKASH, 2012),
(Tabela 11, Pagina 99 e 100) permitiram identificar o sélido isolado PmF-6 como uma
mistura B-sitosterol e acido betulilico esterificado. O B-sitosterol ja foi isolado em mistura
com um ester metilico do acido betulinico das folhas de P. campechiana por Ragasa et al.,
(2011).

Tabela 11: Comparagdo dos dados de *C de PmF-6 com dados da literatura para p-sitosterol
(CHATURVEDULA e PRAKASH, 2012) e acido betulinico (PENG, et al., 1998)

Lit. °C (8)*
Bel SC* Lit. °C (8)* Bel dC* Acido
Posicao DEPT B-sitosterol  B-sitosterol DEPT Acido betulinico betulinico
1 CH, 37,27 37,30 CH, 38,43 39,3
2 CH, 31,68 31,71 CH, 23,30 23,3
3 CH 71,82 71,84 CH 77,20 78,1
4 CH, 42,32 42,34 C 38,41 39,5
5 C 140,80 140,80 CH 55,46 56,0
6 CH 121,71 121,72 CH, 18,18 18,8
7 CH, 31,93 31,96 CH, 34,05 34,9
8 CH 28,89 29,14 C 40,74 41,1
9 CH 50,17 50,20 CH 50,17 51,0
10 C 36,52 36,54 C 37,15 37,5
11 CH, 21,09 21,12 CH, 20,88 21,2
12 CH, 39,80 39,82 CH, 25,48 26,1
13 C 42,36 42,36 CH 36,15 38,6
14 CH 56,79 56,81 C 42,32 42,9
15 CH, 24,30 24,33 CH, 30,58 30,3
16 CH, 28,24 28,25 CH, 32,17 32,9
17 CH 56,10 56,12 C 56,34 56,6
18 CH3 11,86 11,88 CH 49,31 49,8
19 CH3 19,04 19,07 CH 46,90 47,8
20 CH 36,15 36,17 C - 151,3
21 CH3 18,78 18,81 CH, 31,37 31,2
22 CH, 33,98 33,90 CH, 37,04 37,6
23 CH, 26,14 26,18 CH; 27,97 27,97
24 CH 45,88 45,91 CH; 16,04 16,05
25 CH 29,20 29,20 CH; 16,16 16,16
26 CH; 19,80 19,82 CH; 16,53 16,53
27 CH; 19,39 19,41 CH; 14,66 14,67
28 CH, 23,10 23,12 C - 180,75
29 CH; 11,98 12,00 CH, 109,72 109,70
30 CH3 19,35 19,35
1 C 173,27 173,71
2’ CH, 34,22 34,81/34,86
3 CH, 25,18 25,18
4 (CHy;, 29,25 29,69
*CDCls.
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5.4.7. Determinagéo estrutural de PmF-14.1: 4cido gélico

OH
HO OH

15 COOH

PmF-14.1 foi isolado por cromatografia em coluna da fracdo oriunda do GS (57-60),
conforme descri¢do pagina 46. Foi obtido um solido amarelo palha (m = 0,0294 g) soluvel
em CHCI; e com faixa de fusdo de 178-180°C.

O espectro no infravermelho de PmF-14.1 (Figura 71, Pagina 114) mostrou banda de
absorcéo muito larga em 3374 cm™, caracteristico de estiramento de ligacdo OH, banda em
1701 cm™ referente a estiramento C=0 e bandas em 1619 , 1541 e 1451 cm™ de estiramento
C=C de composto aroméatico, em 600- 800 cm™ sugerem substituicdo de anel, indicativo de

substancia aromatica.

O espectro de RMN de 'H de PmF-14.1 (Figura 72, P4gina 115) apresenta apenas um
sinal em &y 7,27 confirmando a natureza aroméatica do composto. O espectro de RMN de *C
apresentou 1 sinal de carbono aroméatico em 109,58 relativo aos carbonos equivalentes C-2 e
C-6, e 3sinais de carbono ndo hidrogenados em d¢ 122,10 (C-1); 138,67 (C-4) e 145,66 (C-3
e C-5 equivalentes) e um sinal de carbonila em 6¢c 169,37 (C1°) caracteristico de carbono
carbonilico de &cido carboxilico (Figura 73, Pagina 116). A comparacdo desses dados com a
literatura (Dini, 2011) permite sugerir a estrutura de PmF-14.1 como do &cido gélico. As
correlagBes observadas no espectro *H x *C HMBC (Figura 74, Pagina 117) foram
observadas correlagGes dos hidrogénios H2/H6 equivalentes, em 6y 7,27 (1H, s, H-2/H-6)
com ¢ 109,58 (C-2/C-6); 122,10 (C-1); 138,67 (C-4) e 145,66 (C-3/C-5). Esta correlagédo
permitiu identificar PmF-14.1 como sendo o acido galico.

PmF-14.1 ja foi isolado de uma fracdo butanolica dos frutos de P. obovata (DINI,
2011).
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Tabela 12: Comparacéo dos dados de RMN de *C de PmF-14.1 com os dados da literatura
para o acido galico (DINI, 2011).

°C lit. °C

Posicdo C®/DEPT (8)* (8)*
1 C 122,10 122,6

2 CH 109,58 110,1

3 C 145,66 146,3

4 C 138,67 139,1

5 C 145,66 146,3

6 CH 109,58 110,1

1’ C 169,37 171,1

* CDCl; e piridina-d5, a literatura D,0.
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5.4.8. Demais Grupos

O solido PmF-4.1 apresentou no espectro no IV caracteristica de triterpeno e 0s
espectros RMN de H! e C™ foram caracteristicos de triteperno pentaciclicos oxigenado, no
entanto, devido a pouca massa, apenas foi possivel fazer analise em 2D, ndo sendo possivel
sua identificag&o.

A soélido PmF-5 apresentou nos espectros no IV, RMN de H' e C® sinais
caracteristica de triteperno pentaciclicos oxigenado, porém em meio a uma mistura,
necessitando de maior purificagao.

A substancia PmF-5.1 apresentou nos espectros de IV, RMN de H' e C** caracteristica
de triterpeno pentaciclicos oxigenado, apds andlise foi possivel concluir que trata-se do

eritrodiol esterificado em meio a uma mistura ndo definida.

5.4.9. Atividade Antimicrobiana

Tanto o extrato etanolico quanto as substancias isoladas e identificadas: 3B-hidroxi-
friedelano “PmF-4” e 3-oxifriedelano “PmF-4.2”, mistura de behenato e erucicato de
eritrodiol “PmF-4.3”, mistura de behenato, erucicato e palmitoleicoato de acido betulinico
“PmF-6.1" e o acido galico “PmF-14.1” foram testados frente as bactérias Escherichia coli,
Enterococcus aerogenes, Streptococcus mutans, Bacillus subtillis pelo método difusdo em
agar e o fungo Candida albicans pela técnica de microdiluicdo, em triplicata.

Nos testes com bactérias foi utilizado como controle positivo cetriaxona, e para o
fungo clorofenicol.

No teste frente as bactérias somente o extrato etandlico apresentou halo de inibicdo de
9 mm para a bactéria Streptococcus mutans.

Nesses testes foram observados halo de inibicdo para cetriaxona de 45 mm para
Streptococcus mutans, 46 mm para Enterococcus aerogenes, 44 mm para Escherichia coli e
37 para Bacillus subtillis.

Para o fungo Candida albicans ndo foi observado inibicdo do extrato e das

substancias.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foram apresentados os resultados, referentes a prospecc¢éo fitoquimica,
atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato de P. macahensis, além do isolamento de
seus constituintes quimicos.

A prospeccdo fitogquimica do extrato etandlico indicou a presenca de metabdlitos
como: fendis e taninos; flavonoides; flavonas; esteroides, triterpenoides; saponinas e
alcaloide. Esses dados estdo de acordo com o relato para o género Pouteria.

A partir do extrato etandlico das folhas de P. macahensis foram isoladas onze
substancias naturais, sendo oito elucidadas através de técnicas de RMN de * H e *3C uni e
bidimensional e comparacdes com valores da literatura. Destas até 0 momento 3fB-hidroxi-
friedelano, 3-oxifriedelano, eritrodiol e acido gélico, ja tinham sido isoladas em estudos
anteriores para o género. Os ésteres de triterpenos: mistura de behenato e erucicato de
eritrodiolila e palmitoleicoato de eritrodiolila, além da mistura behenato, erucicato e
palmitoleicoato do &cido betulinico sdo a primeira vez relatados no género.

Sete das substancias identificadas em P. macahensis apresentou esqueleto carbdnico
do tipo pentaciclico, pertencente a classe dos triterpenos, sendo dois friedelanos (3B-hidroxi-
friedelano “PmF-4” e 3-oxifriedelano “PmF-4.2”) e dois oleanos esterificados (mistura de
behenato e erucicato de eritrodiolila “PmF-4.3”, e palmitoleicoato de eritrodiolila “PmF-
4.4”), um lupano (mistura behenato, erucicato e palmitoleicoato de &cido betulinico “PmF-
6.1”) e um esteroide (B-sitosterol em mistura “PmF-6"). Também foi isolado um composto
aromatico (&cido galico “PmF-14.1") todos descritos pela primeira vez para a espécie.

O extrato etandlico das folhas exibiu atividade antioxidante e alto poder redutor frente
ao radical livre DPPH. O isolamento do acido galico sugere que este composto colabora para
esta atividade, juntamente com 0s outros compostos presentes no extrato e detectados pela
prospeccao fitoquimica. O extrato etandlico e as substancias ndo mostraram atividade para as
bactérias Escherichia coli, Enterococcus aerogenes, Streptococcus mutans, Bacillus subtillis e
Candida albicans.

Este trabalho coloca em evidéncia a importancia de estudos com a espécie, visto que €
escasso estudos na regido de coleta e sua vegetacdo vem sendo reduzida ao longo dos anos,
fazendo-se necessario maior atencdo com o Bioma Mata atlantica e a riqueza de sua

biodiversidade.
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