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RESUMO

A familia Anacardiaceae possui cerca de 80 géneros com 800 espeécies. Dentre elas, o género
Tapirira com aproximadamente 35 espécies e a T. guianensis sendo a mais conhecida,
podendo ser encontrada em todo o territorio do pais, conhecida popularmente por Peito-de-
pombo e utilizada na medicina popular para combater a sifilis e doencas de pele. Estudos
realizados apontam propriedades antibacterianas, antioxidades, anticancer e vasodilatadoras.
O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo fitoquimico sobre os constituintes das folhas
da T. guianensis. Os extratos metandélico e diclorometanico foram obtidos pelo método de
maceracdo e fracionados com hexano, acetato de etila e metanol. Os extratos e fases dos
fracionamentos resultantes foram submetidos a purificacdo empregando cromatografia em
coluna impermeabilizada em silica gel. Apds separacéo e purificacdo dos constituintes, foram
obtidos espectros de RMN de 'H e de *3C,bi-dimensionais (HSQC,HMBC) e DEPT-135. A
andlise dos dados permitiu a identificagdo do B-sitosterol, ja reportado para a espécie, e dois
diterpenos: (5R,8R,9S,10R)-ent-Clerod-3,14-dien-13a-0l  [(-)-kolavelool e 5(10), 14-
Halimadien- 13-ol, ambos sendo relatados pela primeira vez no género Tapirira.

Palavras-chave: Tapirira guianensis, Anacardiaceae,(-)-Kolavelool, 5(10), 14-Halimadien-
13-ol, fitoquimica.
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ABSTRACT

The botanical family Anacardiaceae encompasses approximately 80 genera housing some 800
species. Among these, the genus Tapirira stands out with around 35 species, notably T.
guianensis, widely distributed throughout the nation and colloquially referred to as "Peito-de-
pombo"”. It holds a significant place in folk medicine for its purported efficacy against syphilis
and dermatological ailments. Scientific inquiry into its properties reveals a spectrum of
pharmacological attributes, including antibacterial, antioxidant, anticancer, and vasodilatory
effects.In pursuit of a comprehensive phytochemical investigation into the leaf constituents of
T. guianensis, methanolic and dichloromethane extracts were meticulously procured through
the maceration method, subsequently fractionated using hexane, ethyl acetate, and methanol.
These extracts, along with the resultant fractionations phases, underwent meticulous
purification employing silica gel-based column chromatography. Following the meticulous
isolation and purification of its components, the elucidation process encompassed the
acquisition of *H and *C NMR spectra, as well as bi-dimensional analyses (HSQC, HMBC)
and DEPT-135 experiments.This rigorous analytical regimen facilitated the definitive
identification of pB-sitosterol (TG6ING and TG7ALl), previously documented within the
species, alongside the discovery of two novel diterpenes: (5R,8R,9S,10R)-ent-Clerod-3,14-
dien-13a0-o0l [(-)-kolavelool (Col TB3) and 5(10),14-Halimadien-13-ol (Col TB 3)], thus
marking their inaugural documentation within the Tapirira genus

Keywords: : Tapirira guianensis, Anacardiaceae,(-)-Kolavelool, 5(10), 14-Halimadien-13-ol,
phytochemisry.
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1. INTRODUCAO

A quimica é uma Ciéncia extremamente ampla e que permite a pesquisa em inimeras
areas, buscando obter conhecimento necessario para auxiliar na manutencdo da sociedade.
Vivemos num pais que possui uma grande biodiversidade, possuindo recursos naturais que
séo cada vez mais explorados.

Desde os primdrdios, 0s recursos naturais sdo explorados pelo homem, que em busca
por cura de enfermidades, faziam uso dos produtos vegetais e também como condimentos
e/ou infusbes (PEREIRA e CARDOSO, 2012).

As plantas produzem diversas substancias quimicas, que podem ser classificadas por
metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos priméarios sdo 0os compostos produzidos
por organismos vivos, onde estdo diretamente envolvidos no crescimento e desenvolvimento.
Nesta classe, estdo presentes os acidos graxos, aminoacidos, acucares e nucleotideos, bem
como moléculas que sdo sintetizadas a partir delas, como por exemplo, lipideos, proteinas e
polissacarideos e &cidos nucléicos (GARCIA e CARRIL, 2009). Os metabolitos secundarios,
sdo os compostos que desempenham alguma funcéo vital para o bem estar da planta, como
por exemplo, materiais toxicos fornecendo defesa contra predadores, ou como coloracao para
atrair ou alertar outras espécies. Os metabdlitos secundarios sdo responsaveis pela maior parte
dos produtos naturais farmacologicamente ativos, e de modo geral pertecem a uma das trés
grandes classes de moléculas: terpenos, compostos fendlicos e nitrogenados (DEWICK,
2002).

Uma das maneiras de obter e conhecer substancias que possuam ou nédo atividade
farmacoldgica é através do estudo fitoquimico dos produtos naturais. A fitoquimica visa a
investigacdo de substancias naturais presentes em organismos vivos, que sdo produzidas por
metabolismos secundérios, podendo contribuir significativamente para a investigacdo da flora,
divulgacdo e geracdo de recursos humanos (TORSSELL, 1997). O estudo de plantas
medicinais vem sendo reconhecido como uma das melhores trajetdrias para a descoberta de
novas drogas, no direcionamento para determinada agdo terapéutica e orientando para um
caminho de reducdo significativa de investimento em tempo e dinheiro. De acordo com a
RDC n. 14 com publicacdo em 05 de abril de 2010, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), conceitua planta medicinal como: “espécie vegetal, cultivada ou nao,
utilizada com propdsitos terapéuticos” (ALMEIDA, 2011).

A T. guianensis do género Tapirira, pertencente a familia Anacardiaceae, é uma

espécie que vem sendo estudada ha décadas e muito utilizada na medicina popular no



tratamento de sifilis, lepra e diarréia (DAVID et. al., 1998). Essa espécie vem despertando o
interesse dos pesquisadores, possuindo alguns estudos voltados a atividades biologicas, bem
como o conhecimento a respeito da sua composi¢do quimica. Entretanto, ndo possui nenhum
relato na literatura que consiga associar as substancias isoladas as atividades bioldgicas ja
ensaiadas. Essa espécie ja vem sendo estudada pelo Grupo de Pesquisa de Produtos Naturais
(GPPN) da Universidade Federal da Bahia (UFBA), e 0 conhecimento a cerca da composicéo
ainda nédo sendo tdo explorado, contribuiu para que o grupo desse continuidade na realizacdo
do estudo fitoquimico através de técnicas classicas da cromatografia, e obter isolamento de

novos constituintes da planta para que possam submeter a novos ensaios biologicos.
2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Aspectos gerais sobre a familia Anacardiaceae

Anacardiaceae é uma familia que possui cerca de 80 géneros com 800 espécies,
encontradas nos trépicos e subtropicos (SK et. al., 2011). A Malé&sia é a area tropical com
maior riqueza para essa familia com maior representacdo de géneros que em qualquer outra
area (HOU, 1974). No Brasil, ocorrem cerca de 55 espécies distribuidas em 14 géneros, sendo
gue 0s géneros com mais espécies sao Schinus L. e Anacadium L, possuindo 11 e 9 espécies
respectivamente (BFG, 2015). Da totalidade de géneros, em torno de 25% possuem espécies
reconhecidas por serem tdxicas e causarem dermatite de contato severa, observando-se serem
restritas as tribos Anacardiaceae, Rhoeae e Semecarpeae (VOGL, 1996). Possuem relatos de
ocorréncia por todo o Brasil, obtendo dominios fitogeograficos em: Amazonas, caatinga,
cerrado, mata atlantica, pampa e pantanal. A figura 1 mostra a sua distribuicdo geogréafica
global.



Figura 1 — Distribuico geografica da familia Anacardiaceae.
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Fonte: (GLOBAL BIODIVERSITY INFORMATION FACILITY, 2024)

Conhecidas por apresentarem importancia alimenticia e ornamental, por fornecerem
frutas comestiveis, como por exemplo, manga (Mangifera indica L.), pistache (Pistacia vera
L.) e caju (Anacardiumoccidentale L.), e por apresentarem boa madeira (HALL e GIL, 2017),
a familia Anacardiaceae demonstra sua relevancia para o impulsionamento econémico a nivel
global.

Em artigo de revisdo recem publicado, CUNHA e DAVID (2024), utilizaram cerca de
170 referéncias, onde descrevem uma compilacgéo critica e atualizada dos estudos referentes a
familia Anacardiaceae, apresentando a composicdo quimica, atividade bioldgica e usos de
espécies da Anacardiaceae. Um dos destaques é o emprego do uso em cosméticos, que
durante as duas ultimas décadas, foram desenvolvidas trés formulagdes cosméticas, baseadas
em compostos presentes ou isolados de extratos da familia: acido elagico ou seus derivados,
agentes espumantes em formulagcbes com surfactantes, agentes espessantes e outros
constituintes, sendo que todas as composi¢des que foram avaliadas, apresentaram bom efeito
anticaspa. Também foi desenvolvido uma composi¢cdo para pentear cabelo, em forma de
espuma, que incluem sucos de varias frutas frescas, dentre elas, espécies da Anacardiaceae
(manga) e/ou surfactantes, e por Ultimo, uma formulacdo cosmética tdpica, que permitem
observar efeitos como: protetor para a pele, atividade antioxidante, propriedades antifugicas e
antirradicalares, concluindo que as plantas desta familia, possuem importante significado para

a quimica dos produtos naturais (QPN), famacologia e areas correspondentes.



2.2. Género Tapirira

O género Tapirira pertence a familia da Anacardiaceae, sendo composto por
aproximadamente 35 espécies (MITCHELL, 1992). Sdo constituidos por arvores ou arbustros,
didicos ou poligamodioicos, podendo ser encontrada no sul do México até a América do Sul
(SILVA, et. al., 2020). No Brasil, em todas as regides é possivel encontrar o género Tapirira,
contribuindo com quatro espécies deste género, sendo elas: Tapirira obtusa, T. pilosa
Sprague, T. retusaDuckee T. Guianensis, onde a espécie T. guianensis € a espécie mais
conhecida (SILVA-LUZ et. al., 2020).

Sua ocorréncia de distribuicdo geografica confirmada em todo o Brasil, exceto no Rio
Grande do Sul.
Dominios Fitogeograficos
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal
Tipo de Vegetagdo
Area Antrépica, Cerrado (lato sensu), Floresta Ciliar ou Galeria, Floresta de Terra Firme,
Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Ombrdéfila (Floresta Pluvial), Restinga
(SAMBUICHI et. al., 2009).

2.3.Tapirira guianensis

A T. guianensis (figura 2) também conhecida como Pau-Pombo, peito de pombo, entre
outros nomes, pertencente a familia Anacardiaceae, € uma arvore ndo endémica, encontrada
em solos imidos, como varzeas e beiras de rios, que possui altura entre 10 e 20 metros, folhas
com foliolos em tamanhos varidveis e frutos maduros pequenos e escuros, que Sao
disseminados por aves, sendo uma espécie ampla, encontrada em todo o Brasil (BARROS et.
al., 1970).



Figura 2 —Tapirira guianensis

Fonte:Catalogo de Arvores do Brasil — IBAMA, Resolugio SMA 47.

Por ter vasta distribuicdo geografica na América do Sul e América Central, a TG
tornou-se bastante utilizavel na medicina popular para tratamento da dermatite, diarréia,
sifilis, leishimaniose, leprose e malaria (DEFILIPPES et. al., 2004; FRANCA et. al., 1996;
GRENARD et. al., 2004; COSTA, 2006; SILVA-OLIVEIRA et. al.,2006).

A T. guianensis tem sido objeto de estudo por pesquisadores de diversas areas,
principalmente por bidlogos, farmacéuticos e quimicos, devido a sua vasta aplicabilidade para
o reflorestamento e com potenciais atividades bioldgicas.Tais observacfes foram notadas ao
ser feito um levantamento bibliografico sobre os trabalhos existentes da espécie, através do
SCOPUS, obtendo uma lista com 134 publicacdes até o presente momento. Destas, possuindo
maior relevancia para a botanica e geografia. Das publicacbes encontradas, somente 13,
apontam estudos quimicos que envolvem isolamento de substancias e/ou ensaios de atividade
bioldgica, mostrando que existe uma caréncia e que deve ser mais explorada. O grafico
apresentado na figura 3 mostra que o primeiro artigo publicado sobre a espécie foi em 1984 e
desde entdo, nota-se uma crescente nas publicagbes a partir do ano de 2009 com 9
publicacdes, chegando ao maior nimero em 2023, com total de 10 publicacGes. Entretanto,
nenhum trabalho recente, tem explorado a respeito da composicdo da espécie, fazendo-se



necessario a busca para um maior conhecimento e contribui¢do a cerca de sua composi¢do

quimica.

Figura 3 — Gréfico de publicacdes sobre a T. guianensis
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Fonte: Adaptado de SCOPUS Disponivel em: https://www.scopus.com/term/analyzer.uri?sort=plf-
f&src=s&sid=0786f31f3764105d32f7f56e€9830791&sot=a&sdt=a&sl=34&s=TITLE-ABS-

KEY%28tapirira+guianensis%29&origin=resultslist&count=10&analyzeResults=Analyze+results

Dos trabalhos publicados, é possivel encontrar estudos realizados com extratos da T.
guianensis para avaliar diferentes atividades bioldgicas. OLIVEIRA et al. (2016) submeteram
fracbes de extrato hidroalcodlico bruto, particionado com hexano, cloroférmio e AcOEt de
folhas da T. guianensis, a ensaios de atividade citotoxica, para analise de efeito tumoral,
relatando o potencial efeito antineoplasico que apresentou resultados de atividade citotoxica
para linhagens de células de cancer bucal, e também a capacidade de inibir a migracéo e
invasdo tumoral, sugerindo a possibilidade de desenvolver um agente anticancerigeno isolado
ou um aditivo com atividades sinérgicas, combinado com tratamentos classicos da
quimioterapia e/ou radio terapia. LONGATTI et al. (2011) realizaram avaliacdo fitoquimica
através de andlises do extrato bruto e de fragcbes hidroalcoodlica, cloroféormio, hexano e
AcOEt, para investigar a acdo desses extratos sobre a atividade gelatinaeses por meio de
zimografia, descobrindo que as fragcdes hidroalcodlica, cloroférmio e AcEOt e o extrato
bruto, apresentaram uma significativa inibicdo da matriz metaloproteinase 2 (MMP-2).
TAYLOR et al. (2006) selecionaram 17 espécies para conduzir uma pesquisa inicial de
citotoxidade para células tumorais (pulmdo, mama, colon e pancreas) e atividade contra

quatro proteases. Em seus resultados, constataram que o extrato das folhas e das cascas da T.



guianensis foram uma das espécies que apresentaram maiores atividades de inibigdo contra
trés linhagens celulares

de cancer de mama, bem como CACO-2, PANC-1 e CALU-6, e inibindo também, a atividade
antiprotease. MAHAMOUD et al. (2011) em seus estudos, executaram um ensaio para avaliar
a atividade citotoxica contra 3 cepas: HCT-8 (carcinoma de célon humano), SF-295
(glioblastoma) e cepas de células tumorais MDA-MB-435 (melanome) em 8 espécies, a partir
de extratos etandlicos que foram particionados em ordem crescente de polaridade. Dos
resultados obtidos, a T. guianensis apresentou alta atividade citotoxica (acima de 75%) para as
3 cepas, exceto para a fragdo hexanica que apresentou atividade abaixo de 50%, com destaque
para a fracdo AcOEt que apresentou 100% de atividade para as 3 cepas.

Além de trabalhos voltados para ensaios de diferentes atividades bioldgicas, estudos a
cerca da composicdo da T. guianensis também sdo encontrados na literatura. CORREIA et al.
(2008), identificaram a presenca de flavondides, terpenos e norisoprendides nas folhas da
T.guianensis, que a partir da fracdo hexénica do extrato metandlico da T. guianensis,
obtiveram as seguintes substancias: lupeol (1), 24-metilenocicloartan-3-ol (2), fitol (3), a-
amarina (4), p-amirina (5), sitosterol (6), além de derivados de sitosterol glicosilado (7) e
esterificado com acidos graxos (8-9). Do extrato AcOEt obtiveram: Canferol 3-a-
arabinofuranosideo (10),Canferol 3-a-raminosideo (11),Quercetina 3-a-raminosideo (12), e 0s
norisoprenoides (6S,7E,9S)-6,9-dihidroxi-megastigma-4,7-dien-3-ona, 9-O-B-
glucopiranosideo  (13) e (6S,7E,9R)-6,9dihidroxi-megastigma-4,7-dien-3-ona, 9-O-p-
glucopiranosideo (14). DAVID et al. (1998) em seus estudos relatam que o extrato
cloroférmico da T. guianensis, apresentou atividade citotoxica contra o cancer de préstata
humano, que quando fracionado e direcionado por bioatividade, levou ao isolamento do f3-
sitosterol (15) e de dois compostos citotdxicos: 2-[10(Z)-heptadecenil]-1,4-hidro-quinona (16)
e (4R,6R)-di-hidroxi-4-[10(Z)-heptadecenil ]-2-ciclohexenona (17). CORREIA et al. (2003)
estudaram os constituintes da casca da T. guianensis, e a partir do extrato hexanico, isolaram e
identificaram o B-sitosterol (18a), 3-B-O-B-D-glucopiranosil-sitosterol (18b), stigmast-4-em-
3-ona (19a) e stigmast-4-em-6-p-ol-3-ona (19b). Obteve-se também, ferulato de dodecosila
(20a), ferulato de tetracosila (20b), ferulato de hexacosila (20c), ferulato de octacosila (20d),
ferulato de triacontila (20e) e p-cumarato de nonadecila (20f). CALASSARA et. al. (2020)
isolaram e caracterizaram flavondides vasodilatadores a partir do extrato de AcOEt das folhas
da T. guianensis, obtendo as seguintes substancias: miricetina 3-a-a-Lramnopiranosideo
(miricetrina) (21), quercitina 3-O-(6"-O-galoil)-p-D-galactopiranosideo (22), quercitina 3-a-a-
L-arabinofuranosideo(avicularina) (23) e quercitina3-a-L-ramnopiranosideo (quercitina) (24).



Os testes realizados indicaram que a miricetrina juntamente com a quercitina,contribuiram
para a atividade vasodilatadora, além da contribuicdo do B-D-galactopiranosideo para a
inibicdo da mieloperoxidase, concluindo que esses flavandides parecem ser 0s responsaveis
pelo efeito cardiovascular da T. guianensis. SILVA, et al. (2020) em seu trabalho, descreve a
composicdo quimica das sementes e flores da TG. Ao submeter a fragdo DCM das sementes &
procedimentos  cromatograficos, obtiveram uma mistura de novos alquenildi-
hidrobenzofurandides que foram identificados como: 2-[(10°Z)-dodec-10’-enil]-di-hidro-1-
benzofuran-5-ol (25), 2-[(10°Z)-tridec-10’-enil]-di-hidro-1-benzofuran-5-ol (26) e 2-[(10°Z)-
pentadec-10’-enil]-di-hidro-1-benzofuran-5-ol (27), além do p-sitosterol (28). Da fracéo
AcOEt das flores, do extrato MeOH, por técnicas cromatogréficas, obteve-se a quecitina,
quecitrina e acido galico. RODRIGUES, et al. (2017) com o objetivo de realizar um estudo
fitoquimico do extrato metandlico das folhas da TG, guiado por atividades vasodilatadoras e
antioxidantes, utilizaram a fracdo AcOEt do extrato MeOH, determinando o fracionamento
por HPLC-UV-MS guiado por cromatografia reversa, onde os efeitos vasorrelaxantes do
perfil MeOH foram avaliados em aorta de rato pré-contraida com fenilefrina, e a atividade
antioxidante foi avaliada usando um ensaio DPPH. A fracdo AcOEt apresentou maior efeito
vasodilatador e poténcia antioxidante, submetendo a novo fracionamento que possibilitou o
isolamento e caracterizagdo das substancias:1,4,6-tri-O-galoil-D-glicose (29). quercitina 3-O-
(6”-O-galoil)-D-galactopiranosideo (30) e quercitina (31). Através do HPLC-UV-MS,
identificaram miricetina desoxihexosideo (32) e galoil-HHDP-hexosideo (33), sendo descritos
pela primeira vez para a espécie. ROUMY et al. (2009) realizaram estudos com compostos
antiprotozoarios e antibacterianos da T. guianensis, que permitiu a sua purificacdo guiada por
bioensaio da casca da T. guianensis do extrato DCM, que levou ao isolamento de quatro
derivados de alquilpoliol ciclico: 4,6,20-trihidroxi-6-[100(Z)-heptadecenil]-1-ciclohexen-2-
ona (34a), 1,4,6-trihidroxi-1,20-epoxi-6-[100(Z)-heptadecenil]-2-ciclohexano (34b), 1,4,5,20-
tetrahidroxi-1-[100(Z)-heptadecenil]-2-ciclohexeno (35) e 1,3,4,6-tetrahidroxi-1,20-epoxi-6-
[100 (Z)-heptadecenil]ciclohexano (36), sugerindo em seus resultados que uma aplicacdo
externa do extrato ativo da planta ou dos compostos purificados, poderia representar uma
alternativa terapéutica acessivel a medicina classica contra a leishmaniose. DEHARO e
GINSBURG, (2011) publicaram um artigo de revisdo sobre a analise de aditividade e
sinergismo no efeito antiplasmodial de compostos purificados de extratos de plantas,
concluindo que, geralmente, as atividades das moléculas isoladas ndo poderiam explicar por si
s0, a atividade do extrato bruto e atribui a um possivel efeito sinérgico, pois os produtos que

foram descartados ao longo do processo de fracionamento poderiam ser capazes de aumentar



a atividade de compostos isolados, evidenciando o quanto esse processo pode ser demorado e
caro, deixando o questionamento para explorar mais, a cerca dos extratos brutos. PATIENT,
et al. (2022) relatam que o extrato hidrometanolico das folhas, produziu maior teor de
polifendis, exibindo atividades antirradicais em ensaios quimicos, semelhantes ou superior a
planta antirradicalar chd verde, que é bastante conhecida. Na T. guianensis, evidenciaram
duas classes de polifendis: &cidos galoilquinicos que foram identificados pela primeira vez na
espécie e flavanois, concluindo que os flavanois podem desempenhar papel importante na
atividade antioxidante do DPPH. Em publicacdo mais recente sobre a espécie, MAR, et al.,
(2023) avaliaram o perfil quimico e compostos bioativos na T. guianensis, utilizando amostras
de suco proveniente da fruta, sob efeito de ultrassom de alta intensidade, que foram tratados e
avaliados. O extrato hidroalcoolico apresentou duas categorias principais de polifendis, em
especifico acidos galoilquinicos e flavandis, que tinha sido relatado anteriormente no trabalho
de Patient 2022, como resultado, obtiveram que o ultrassom de alta intensidade foi
responsavel por induzir mudangas negativas, como degradacdo de carotenos, mas também
mudancas positivas no perfil quimico da bebida, sendo elas: aumento no teor fenolico,
aumento no teor das antocianinas e melhora da capacidade antioxidante, possuindo mais
efeitos positivos que negativos, criando oportunidades para uma maior exploracéo da bebida,
para desenvolver novas funcionalidades. Diante os trabalhos publicados sobre a espécie, €
notorio o potencial existente na planta, podendo ser uma alternativa para ajudar no tratamento
de diversas doencas. Entretanto, necessita de maiores investigacdes na busca por maior
conhecimento, a respeito da sua composicdo quimica. A tabela 2 apresenta todas as
substancias isoladas e identificadas da espécie T. guianensis bem como as atividades
biolbgicas ensaiadas até o presente momento.

Tabela 1 —Substancias isoladas e identificadas da espécie T. guianensis e/ou sua atividades bioldgicas.

Parte da | Substancia/ extrato Atividade Referéncia
planta bioldgica
Folhas Extrato Potencial OLIVEIRA
efeito et al, 2016
antineoplasico
Folhas Extrato Gelatinaeses LONGATTI
el al, 2011
Folhas e Extrato Citotoxidade TAYLOR et
Galhos para células | al, 2006
tumorais
Folhas e Extrato Citotoxidade MAHAMOU
caule para células | D et al,
tumorais 2011
Folhas Nao ensaiado | CORREIA
et al, 2008
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2.4. Diterpenos

Os diterpenos ou terpendides sdo de metabdlitos secundarios pertencentes a classe dos
terpenos. Os metabolitos secundarios sdo aqueles cujos ndo exercem participacdo na
vitalidade dos organismos vivos e geralmente a esses metabolitos é atribuido diversas
propriedades bioldgicas, beneficios em farmacos, perfumes e bioprodutos industriais,
trazendo beneficios para o ser humano e demonstrando relevancia econdmica (CANIARD, et
al, 2012).

E constituido por 20 4&tomos de carbono que corresponde a duas unidades de isopreno.
Comumente encontrados em plantas, sua rota biossintética ocorre pela via ou rota do metil
eritritol fosfato (MEP), que tem como precursor direto o geranilgeranil PP (GGPP), o que
torna uma via diferente e independente da via do mevalonato, que € comum para a biossintese

de triterpenos, esterdides e sesquiterpenos (DEWICK, 2002).

Estudos tém mostrado que a classe de diterpenos estd associada a propriedades
cardiovasculares, vasorrelaxante, inotropica, diurética e hipotensora (MONTEIRO, et al,
2020).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

- Realizar o estudo fitoquimico do extrato diclorometanico e metanélico da T. guianensis.

3.2. Objetivos especificos
- Isolar constituintes da folha da T. guianensis.

-Elucidar as estruturas das substancias obtidas, através de técnicas espectroscopicas usuais,
como RMN de *H e RMN de 13C, e outras técnicas como DEPT 135 e HSQC.
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-Contribuir para o conhecimento quimico da espécie T. guianensis.

4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Materiais, equipamentos e reagentes

Os solventes hexano, acetato de etila, metanol, cloroférmio e diclorometano, utilizados
nas elui¢cbes das CC, CCD, CCDP e preparacdo dos extratos, foram de grau analitico de
procedéncia Anidrol, Neon e Biograde.

Para evaporacao dos solventes, utilizou-se o rotaevaporador sob pressdo reduzida, das
marcas IKA LABORTECHINIK HB4 basic e BUCHI 461.

Na cromatografia em coluna foram utilizados os adsorventes silica gel 60 da marca
Aldrich e Akros®, com didmetro de particula entre 0,063-0,200nm. Para a cromatografia em
camada delgada, utilizou-se placas pré-preparadas de gel em silica 60 F254 da marca
Fluka,Merck® ou RdH Laborchemikalien Gmb H&Co. Para a cromatografia em camada
delgada preparativa, utilizou-se placas de silica gel 60 F254 de 1mm de espessura da marca
Merk®, placas de cromatografia que possuem alta resolugédo possuindo de 500 a 1000um de
espessura.

Métodos de revelacdo empregados nas cromatografias em camada delgada
compreenderam na utilizacdo de exposi¢do das placas a radiacdao através de uso de lampada
ultravioleta nos comprimentos de onda 254 e 366nm, da marca Spectroline-Model CM-10,
Fluorescence Analysis Cabinet, vapores de iodo, solucdo de cloreto férrico 5% em etanol,
solucdo de sulfato cérico em acido sulfurico e agua, e/ou reagente de Liebermann-Burchard.

Os espectros de RMN de 'H, 8C, HSQC,HMBC,COSY e DEPT-135 foram
registrados em espectrometro de RMN Varian Inova 500 de 11,7 Tesla, operando com
frequéncia de 500MHz para *H e 125MHz para 13C, registrados no Laboratério Baiano de
Ressonancia Magnética Nuclear-LABAREMN, utilizando os solventes CDClz e CD3OD de
procedéncia Isotech®. O sinal de *H e de 3C dos solventes, utilizou-se como referéncia

interna em relagdo ao TMS.

4.2. Coleta do material vegetal

A coleta das folhas da T. guianensis foi realizada em Salvador-BA, no campus Ondina
da Universidade Federal da Bahia, coordenadas geograficas: -12.9987742, -385090847).
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Foram secas em estufa a 40°C, obtendo uma massa de 350g. Posteriormente, o material

vegetal foi triturado e armazenado em local protegido da luz e da umidade.

4.3. Preparo dos extratos de metanol e de diclorometano

A partir de 350g do material vegetal seco e triturado, foram preparados os extratos em
metanol (MeOH) e em diclorometano (DCM) separadamente. A extracdo foi realizada,
através da maceracdo (8 dias, 4x). Foram filtrados e concentrados em rota evaporador sob

pressdo reduzida.

Figura 4 — Esquema do procedimento experimental da obtencéo dos extratos de DCM e de MeOH das folhas da
T. guianensis.

Folhas da Tapirira

Guianensis
(350g)
Maceracao (8 dias,4x) Maceracao (8 dias,4x)
Extrato DCM Extrato MeOH
(17,3086g) (17,0253g)

4.4. Fracionamento do extrato DCM

O extrato DCM (17,30869) das folhas da T. guianensis foi submetido a fracionamento
através de coluna cromatogréfica (CC). Como fase estacionaria, foi utilizado silica gel 60 e
como fase modvel, hexano e AcOEt, com eluicdo em gradiente, obtendo 10 fracdes. Cada
fracéo foi coletada utilizando o volume de 150mL de solvente. As fracGes foram analisadas
por CCD, vapores de iodo, vanilina e acido sulfarico, reagente de Lieberman-Burchard e

radiacgdo por luz UV (254 e 365 nm) (Tabela2).
Tabela 2 —Frag6es obtidas da CC do extrato DCM.

Cadigo Sistema eluente Massa
Hex:AcEOt (g)

TG1 100:0 0,4604
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TG2 95:5 0,0902
TG3 95:5 1,3295
TG4 95:5 2,3181
TG5 9:1 0,8437
TG6 9:1 0,4573
TG7 8:2 3,5590
TG8 8:2 0,7829
TG9 6:4 4,2927
TG10 0:100 0,7415

TOTAL: 14,8753

4.5. Purificacdo das fracGes do extrato DCM das folhas da T. guianensis

Apds analise das fracGes através de CCD, vapores de iodo, vapores de vanilina e acido
sulfarico, reagente Liberman-Burchard e radiagdo por UV (254 e365 nm), observou-se a
necessidade de que as fragGes fossem submetidas a CC para purificacéo.

4.5.1 Purificacdo da fracdo TG3

A fracdo TG3 (1,32959g) foi submetida a CC. Como fase estacionaria utilizou-se silica
gel 60 e como fase movel, hexano e AcOEt com elui¢do em gradiente. Desta CC coletou-se
74 subfragdes com 150mL cada, que apos analise por CCD, vapores de iodo, reagente de

Liberman-Burchard e radiacdo por UV, foram reunidas obtendo 8fragdes (Tabela 3).
Tabela 3 —Subfracdes obtidas da CC da TG3.

cODIGO FRACOES REUNIDAS MASSA
(8)
TG3 coll 13-14 0,0051
TG3 col2 15-37 0,0624
TG3 col3 39-44 0,2668
TG3 cold 45-52 0,4685
TG3 col5 53-66 0,1517
TG3 col6 67-72 0,0301
TG3 col7 73 0,0925
TG3 col8 74 0,1908

TOTAL: 1,2679

As subfracbes TG3 col3 denominada Tcol e TG3 col4 denominada TG3.1 col, foram
submetidas a CC separadamente,utilizando-se 200mg de cada subfracdo. Para a fase

estaciondria usou-se silica gel 60 e como fase estacionaria hexano e ACOEt com elui¢do em
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gradiente e 150mL coletados em cada fracdo, obtendo respectivamente 45 e 13 fragcOes. Para
reunir as fragGes, as analises ocorreram através de CCD, vapores de iodo, vapores de vanilina
e Acido sulfurico e radiagio UV (254 e 365 nm) obtendo 12 e 4 subfracdes como descrito nas

tabelas.(tabelas 4 e 5)
Tabela 4 — Subfrac6es obtidas da CC da subfracdoTG3 col3.

CcODIGO FRACOES REUNIDA SISTEMA ELUENTE MASSA
Hex:AcEOt (g8)
T coll 6-7 95:5 0,0724
T col2 8-9 95:5 0,0055
T col3 10-12 95:5 0,0041
T col4 14-15 9:1 0,0033
T col5 16-17 9:1 0,0044
T col6 18-19 9:1 0,0032
T col7 20 8:2 0,0006
T col8 21 8:2 0,0013
T col9 23-25 7:3 0,0042
T col10 26 7:3 0,0010
T colll 27 11 0,0012
T col12 38-39 0:100 0,0038

TOTAL: 0,1050

Tabela 5 — Subfrac6es obtidas da CC TG3 col4.

CcODIGO FRACOES SISTEMA ELUENTE MASSA
REUNIDAS Hex:cEOt (g8)

TG3.1coll 2-5 95:5 0,0632
TG3.1 col2 6-8 95:5 0,0308
TG3.1col3 9-11 95:5 0,0323
TG3.1 col4 12-13 9:1 0,0416

TOTAL: 0,1679

A col T ndo levou a nenhuma substéncia isolada, no entanto, a subfracdo TG3.1col3
proveniente da coluna TG3.1 col, apresentando-se com coloracdo amarelada e exibindo

aspecto oleagenoso, passou por analises atraves de CC, revelados com vapor de iodo,vapor de
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sulfato cérico, cloreto férrico e radiacdo UV(254 e 365 nm), mostrou-se estar possivelmente
pura. Uma amostra foi enviada para obtencdo dos espectros de Ressondncia Magnética
Nuclear de Hidrogéniol(RMN de 'H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
(RMN de 3C).

4.5.2. Purificagéo da fracdo TG4

A fracdo TG4 (2,3181g) foi submetida a CC (TG4 col) utilizando-se 2g e 150mL para
coletar cada fracdo. Para a fase estaciondria, usou-se silica gel 60 e como fase movel hexano e
AcOEt com eluicdo em gradiente obtendo 54 fracdes que apds analise através de CCD,
revelados com vapores de iodo, vapor de vanilina, reagente Liberman-Burchard e radiacao

UV (264 e 365 nm) foram reunidas em 11 subfracdes.(tabela 6)
Tabela 6 — Subfrac6es da CC da fragdo TG4

cODIGO FRACOES REUNIDAS MASSA
(8)
TG4 coll 21-10 0,0679
TG4col2 24-26 0,2221
TG4 col3 27 0,0855
TG4 cold 28-32 1,0245
TG4 col5 33 0,0542
TG4 col6 34-36 0,1329
TG4 col7 37 0,0245
TG4 col8 34-42 0,1094
TG4 col9 43 0,0535
TG4 col10 49-50 0,0201
TG4 coll1 51-54 0,0602

TOTAL: 1,8548

A subfracdo TG4 col4 apds a secagem, apresentou-se como um sélido com a cor
levemente amarelada e aroma agradavel. Sua analise através de CCD, vapor de iodo, cloreto
férrico, sulfato cérico e radiacdo por UV (264 e 365nm), apresentaram manchas na CCD, e
mancha brilhosa na presenca de radiacdo por UV, que indicaram a necessidade de um novo
fracionamento desta subfracdo atraves de CC, que foi denominada de col TB. Utilizou-se

100mg da TG4 col4 para realizacdo da CC. Para a fase estacionéria, usou-se silica gel 60 e
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como fase mével hexano e ACEOt com eluicdo em gradiente, utilizando 200mL para coleta de
cada subfracdo, obtendo 40 subfracfes que apds anélise por CCD, vapores de iodo, vapores de
sulfato cérico, cloreto férrico e radiagdo UV (264 e 365 nm), foram reunidas em 13
subfracdes. (Tabela 7).

Tabela 7 — Subfrac6es obtidas da CC da subfracdo TG4 col4.

cODIGO FRACOES REUNIDAS  SISTEMA ELUENTE MASSA
Hex:AcEOt (8)

ColTB1 1-19 95:5 0,0062
ColTB2 20 95:5 0,0024
ColTB3 21-22 9:1 0,0086
Col TB4 23-24 9:1 0,0140
Col TBS 26-27 85:15 0,0080
Col TB6 28-30 85:15 0,0145
Col TB7 31-32 8:2 0,0002
Col TB8 33 8:2 0,0041
Col TB9 34 8:2 0,0026
Col TB10 37 1:1 0,0027
Col TB11 38 1:1 0,0081
Col TB12 39 1:1 0,0071
ColTB13 40 0:100 0,0136

TOTAL: 0,0921

Com as andlises em CCD, a subfracdo ColTB3 mostrou-se estar aparentemente pura, e
foi enviada para testes RMN de *H e RMN de 13C

4.5.3. Purificacdo das fracdes TG5, TG6 eTG7

Apos analises por CCD, separadamente, as fracbes TG5(0,84379g) e TG6 (0,45730Q)
foram submetidas a cromatografia de camada delgada preparativa(CCDP), utilizando-se 50mg
de cada amostra,e com o sistema eluente, os solventes hexano e AcEOt na proporgdo 8:2.
Apos andlise por radiacdo UV (264 e 365 nm), foi possivel observar na CCDP da TG6, o
aparecimento de duas manchas distintas. As regides das manchas reveladas pela radiagdo UV,
foram separadas manualmente, filtradas e secadas. Duas fragdes foram obtidas, denominadas
TG6SUP e TG6INF.
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A TG6SUP ndo possuiu massa suficiente para ser submetida a realizacdo de testes de
RMN de 'H. ATG6INF (4,2mg) apresentou-se com aparéncia de um sélido branco. Uma
amostra foi enviada para obtencdo dos espectros de RMN de *H e de 13C.

A fracdo TG7 (3,55909) denominada TG7 col, foi submetida a CC, partindo de 500mg
da amostra. Utilizou-se silica gel como fase estacionaria e hexano e ACEOt como fase movel
com eluicdo em gradiente, obtendo 40 subfragdes. Cada subfragdo foi coletada utilizando
200mL de solvente, que apds analise por CCD, vapores de iodo, reagente Lieberman-

Burchard, foram reunidas em 4 subfracdes. (Tabela 8)
Tabela 8 — Subfraces obtidas da CC da TG7

CcODIGO FRACOES REUNIDAS MASSA
(8)

TG7 coll 2-17 0,0723

TG7 col2 18-23 0,0223

TG7 col3 27-36 0,1623

TG7 cold 37-40 0,1735
TOTAL:0,4304

A subfracdo TG7 col3 (0,1623g),foi submetida a CC denominada TG7A. Como fase
estacionaria utilizou-se silica gel 60, e como fase movel,hexano e ACEOt em eluicdo em
gradiente, obtendo 62 subfracdes, cada subfracdo foi coletada com 150mL, que apo6s analises
por CCD, vapores de iodo, sulfato cérico, cloreto férrico e radiacdo UV, foram reunidas em 5

subfracdes(Tabela 9).
Tabela 9 — Subfrac6es obtidas da CC da TG7 col3

CcODIGO FRAGOES REUNIDAS SISTEMA ELUENTE MASSA
Hex:AcEOt ()
TG7A1 23-30 85:15 0,0324
TG7A2 44-47 7:3 0,0097
TG7A3 48-51 7:3 0,0075
TG7A4 56-60 1:1 0,0121
TG7A5 61-62 1:1 0,0279

TOTAL:0,0896
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A subfracdo TG7A1 apresentou-se como um sélido branco, que apds analise por

CCD, aparentemente estava pura. Uma amostra foi enviada para a obtencéo dos espectros de
RMN de *H e de 13C.

Figura 5 — Esquema de purificacdo das subfragdes do extrato DCM das folhas da T. guianensis

EXTRATO DCM DA
TAPIRIRA GUIANENSIS

(17,3086g)
Fracionamento hexano: AcEOt
TG1 TG2 TG3 TG4 TGS TG6 TG7 TGS 1G9 TG10
(0,4604g) (0,0902g) (1,3295g) (2,3181g) (0,8437g) (0,4573g) (3,5590¢g) (0,7829g) (4,2927g) (0,7415g)

CC 45 fragoes

CC 54 fracdoes

TG3cold

TG4 col
24-32

CC 13 fraces

CC 40 fracdes

TG3.1
col3
(32ms)

Col TB3
(8,6mg)

4.6 Fracionamento do extrato MeOH

Preparativa
ccD

TG7 col3

TG6INF
(4,6mg)

TG7Al
(32mg)

CC 40 fragdes

CC 62 fracdes

O extrato MeOH (17,0253g) foi submetido a fracionamento através de CC, utilizando

como fase estacionaria silica gel 60 e fase movel, DCM, AcEOt e MeOH (500mL) em ordem

crescente de polaridade e concentrados sob presséo reduzida em rotaevaporador, obtendo 3
subfracdes (Tabela 10).

Tabela 10 — Subfracdes obtidas do fracionamento do extrato MeOH.

CODIGO SISTEMA ELUENTE MASSA
(8)

Al DCM 0,0911

A2 AcEOt 0,7553

A3 MeOH 10,3231

TOTAL:11,1695
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4.7 Purificacdo das subfracdes do extrato MeOH

As subfragbes Al (0,0911g), A2 (0,7553g) e A3 (0,5000g) foram submetidas a CC
separadamente utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e fase mdvel hexano e AcOEt
para as subfracdes Al e A2, e ACEOt e MeOH para A3, com eluicdo em gradiente.

Foram coletadas 52 fracbes da CC da Al, 53 fracdes da CC da A2 e 22 fragdes da CC
A3, que foram reunidas em 9, 19 e 22 subfracdes respectivamente, apds analises através de
CCD, revelados com vapor de iodo, sulfato cérico, cloreto férrico, vapor de vanilina e acido

sulfarico e radiacdo por UV (264 e 365 nm). (tabelas 11, 12 e 13).
Tabela 11 — Subfrac¢@es reunidas da CC da subfragdo Al.

CODIGO FRACOES SISTEMA ELUENTE MASSA
REUNIDAS Hex:AcEOt (g)

Al 1-11 98:2 0,0019
A2 12-14 95:5 0,0139
A3 15-18 95:5 0,0198
A4 19-26 85:15 0,0013
A5 27 85:15 0,0319
A6 28-32 8:2 0,0511
A7 33-37 8:2 0,0173
A8 38-41 1:1 0,0624
A9 42-47 4:6 0,0500

TOTAL: 0,2046

Tabela 12 — Subfrac¢des reunidas da CC da subfragdo A2.

CcODIGO FRAGOES REUNIDAS SISTEMA ELUENTE MASSA
Hex:AcEOt (g)
B1 1-12 98:2 0,0019
B2 20 9:1 0,0007
B3 27 85:15 0,0071
B4 29 85:15 0,0113
B5 30 85:15 0,0193
B6 31 85:15 0,0152
B7 32 1:1 0,0131

B8 33 1:1 0,0101
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B9 34 1:1 0,0125
B10 35-37 1:1 0,0854
B11 38 4:6 0,0173
B12 39 4:6 0,0168
B13 40 4:6 0,0152
B14 41 4:6 0,0217
B15 43 3:7 0,0222
B16 44 3:7 0,0236
B17 45 3:7 0,0249
B18 46-49 2:8 0,0925
B19 50-53 0:100 0,0611

TOTAL: 0,4719

Tabela 13 — Subfracdes reunidas da CC da subfracdo A3.

CODIGOFRAGOES REUNIDAS SISTEMA ELUENTE MASSA
AcEOt:MeOH (8)
M1 1-11 9:1 0,0281
M2 12-13 8:2 0,0115
M3 14-15 8:2 0,0105
M4 16 8:2 0,0209
M5 17-20 1:1 0,2280
M6 22 0:100 0,0721
TOTAL:0,3711

As subfracbes do extrato MeOH provenientes das CC de Al, A2 e A3 foram
trabalhadas em CC, entretanto, nenhuma das subfracdes levaram a isolamento de substancia

pura, ou que fosse possivel identificar em mistura.
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Figura 6 — Esquema da purificacdo das subfracBes do extrato MeOH das folhas da T. guianensis.
EXTRATO MeOH DA TAPIRIRA
GUIANENSIS
(17,0253g)
Fracionamento DCM Fracionamento AcEOt Fracionamento MeOH
AlDCM A2 AcEOt A3 MeOH
(0,0911g) (0,7553g) (10,3231g)
cC
cC 53 fracoes gg fracies
52 fracdes ¢

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Substéancias isoladas da T. guianensis

5.1.1. Identificacdo de TG6INF e TG7A1l

Figura 7: Estrutura para as substancias TG6INF e TG7AL.

HO

I"lllll-
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A amostra TG6INF (4,2mg) foi obtida através de uma CCD preparativa da fracao

TG6, com aparéncia de um solido branco, e a TG7AL (32mg) foi obtida através de uma CC

da subfracdo TG7col3, que veio da fracdo TG7, também com aparéncia de um solido branco,

conforme descritos na sessdo 4.5.3. Ao analisar e comparar os espectros de RMN de 'H e de

13C das duas amostras, foi possivel notar que se tratavam da mesma substancia. Pelo fato de
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serem fracOes subsequentes, € compreensivel que algum resquicio permaneceu na fracéo
TG6INF, o que explica a pouca quantidade isolada, comparada com a quantidade obtida de
TG7AL.

. O RMN de 'H (figura 9) permitiu a identificacdo de 49 hidrogénios, dentre eles,
hidrogénios metilicos na regido de deslocamento quimico & 0,68-1,01 ppm. Através do RMN
de 18C (figura 10) foi possivel a identificacdo de 29 carbonos, com base em seus
deslocamentos quimicos. Dentre eles, carbono ligado a oxigénio com deslocamento quimico
em & 71,8 ppm, e dois carbonos olefinicos na regido com deslocamento quimico em § 140,8
ppm e § 121,7 ppm. Os dados de RMN de *H e de *3C foram analisados e comparados com a
literatura, concluindo que se tratava do B-sitosterol, uma substancia bastante conhecida, tendo
seu isolamento na T. Guianensis descrito pela primeira vez por CORREIA et. al. (2003),
obtido através das cascas da T. guianensis, por meio de CC.

Além dos dados comparados com a literatura, uma placa CCD (Figura 8) foi realizada
com o B-sitosterol padréo e as amostras TG6INF e TG7AL, que apresentaram o RF igual ao -
sitosterol padrdo, o que corroborou para a confirmacdo da substancia em andlise. A
comparacdo dos dados reportados pela literatura, bem como os dados obtidos nos espectros de
RMN, est& de acordo com a estrutura estabelecida. Os dados obtidos pelos espectros de RMN
de 3C e RMN de 'H, e os dados de comparagdo com a literatura (NES, et. al., 1992), sdo

apresentados na tabela 15.

Figura 8 — Placa de CCD realizada com o B-Sitosterol padrdo e as amostras TG6INF e TG7AL,
eluicao cloroférmio: AceOt 8:2.

Fonte: Producao do préprio autor.
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O B-sitosterol tem sido estudado no auxilio de reducdo de hiperplasia prostatica
benigna, apresentando resultados promissores, onde as evidéncias sugerem que os [3-
sitosterdis ndo glicosideos, melhoram os sintomas urinarios e as medidas de fluxo e também
na reducdo dos niveis de colesterol no sangue (KIM, et. al., 2012; RUDKOWSKA, et. al.,
2008).



Figura 9 — Espectro de RMN de *H da substancia TG6INF e TG7A1(500MHz, CDCls, 6/ppm).

-4500

4000

3500

3000

2500

12000

1500

1-1000

500

30

LT
8€'1
(434
€51
OQH £5'1
OaH 197
S8'1
£8'1
68'7
z0'Z]
8z't’

L5

€100 8T'<

6
f1 (ppm)

10

11

15 14 13

16



Figura 10 —Espectro de RMN de 3C da substancia TG6INF e TG7A1(500MHz, CDCls, §/ppm).
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Tabela 14 — Comparagio dos dados obtidos das substincias TG6INF ¢ TG7A1 com o B-sitosterol.

Posicéo

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

B-sitosterol TG6INF e TG7A1
§13C §H §13C 6 H
37,2 1,15;1,89 37,3 1,16;1,89
31,6 1,85;1,56 31,7 1,85;1,57
71,8 3,53 71,8 3,54
42,3 2,28 42,3 2,28
140,8 — 140,8 —
121,7 5,36 d (J=5Hz) 121,7 5,37 d (J=5Hz)
31,8 1,53 31,7 1,53
31,9 1,93 31,9 1,93
50,1 0,98 50,1 0,98
36,5 — 36,5 —
21,1 1,51 21,1 1,52
39,7 1,19;2,03 39,8 1,19;2,02
42,3 — 42,2 —
56,7 1,00 56,8 1,02
24,3 1,13;1,61 24,3 1,14;1,61
28,2 1,35;1,86 28,3 1,34;1,87
56,0 1,10 56,1 1,10
11,9 0,68 s 12,0 0,70 s
19,4 1,00 s 19,4 1,03 s
36,1 1,37 36,2 1,38
18,8  0,92d (J=7Hz) 18,8 0,94 d (J=7Hz)
339 1,04;1,35 34,0 1,05;1,37
26,0 1,20 26,1 1,20
45,8 0,97 45,9 0,97
29,1 1,70 29,2 1,70
19,8  0,83d (J=7Hz) 19,8 0,83 d (J=7Hz)

32
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27 19,1 0,81 (J=7Hz) 19,1 0,81(J=7Hz)
28 23,0 1,27 23,1 1,28

29 120 0,84t (J=7H2) 11,8 0,84 t (J=7Hz)
*NES(1992)

5.1.2. Identificagdo de Col TB3 eTG3.1 col 3

Figura 11 — Estrutura para a substancia Col TB3

19
18

A substancia Col TB3 foi isolada do extrato DCM da fracdo TG4 col 24-32 conforme

esquema apresentado na figura 5, apresentando-se com um solido cristalizado ( figura 12).
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Figura 12 — Substancia isolada Col TB3

Fonte: Producéo do préprio autor

Através do teste Distortionless Enhanced Polarization Transfer (DEPT) 135, é possivel
obter informacdes a cerca da presenca de grupamentos CH, CH, e CHs. Ele inclui a
informacdo sobre o nimero de 4&tomos de hidrogénio ligado(s) ao(s) carbono(s). O DEPT 135
obtido (figura 14), possibilitou a identificagdo de 16 sinais dos quais, 5 grupos CHs, 7 grupos
CH> e 4 grupos CH, totalizando 33 hidrogénios. O RMN de 13C (figura 15) Apresentou sinais
de deslocamento quimico, permitindo a identificacdo de 20 carbonos. Dentre eles, carbonos
olefinicos com sinais de deslocamento quimico em: §120,4 (C3) e 6144,6 (C4) ppm, e
carbonos vinilicos em § 145,1 (C14) e § 111,8 (C15) ppm. O carbono com deslocamento
quimico 6 73,5 (C13) ppm, caracteristico de regido da presenca de OH, justifica 0o nédo
aparecimento de sinal no DEPT 135 para o deslocamento quimico deste carbono e o nédo
aparecimento do hidrogénio correspondente no RMN de *H (figura 16), pois, geralmente,
hidrogénio de hidroxila ndo aparece por ser labil e sofrer troca com o deutério, justificando o
ndo aparecimento do sinal no espectro. Os carbonos com §38,3 (C9); 38,1 (C5) e 31,8 (C11)
ppm, também ndo apresentaram sinais de grupamentos no teste DEPT 135, inferindo que
sejam carbonos nédo hidrogenados. No espectro de RMN de *H foi possivel a identificacdo de
hidrogénios ligados a carbono Sp2, com deslocamento quimico de § 5,88 ppm, indicativo de
hidrogénio de olefina vizinho a grupo metil, e hidrogénios de grupos metilénicos na regido de
deslocamento quimico entre 61,7-2,1ppm. Os testes bidimensionais Coheréncia quantica

unica heteronucleares (HSQC), Espectroscopia de correlagdo homonuclear Y (COSY) e



35

Correlacdo de ligagdes multiplas heteronucleares de *H e 13C (HMBC) (figura 17, 18 e 19),
foram utilizados para auxiliar e corroborar para a elucidacéo estrutural proposta, em destaque
para 0 HSQC que permitiu correlacionar os hidrogénios diretamente ligados ao carbono
correspondente, em concordancia com os dados obtidos através de DEPT-135, destacando por
exemplo, a correlagdo do hidrogénio em & 5,88 ppm com o carbono em § 145,1 (C14) ppm, e
0 dubleto em § 5,08 ppm com o carbono em §111,8 (C15) ppm. A través do COSY foi
possivel observar o acoplamento dos hidrogénios 5,19 (H3) ppm com 5,07 (H2) ppm,
hidrogénios respectivos para os carbonos (C3) e (C2), e o acoplamento entre os hidrogénios
5,88 (H15) ppm e 5,08 (H14) ppm, correspondentes aos carbonos (C15) e (C14). A
estereoquimica foi estabelecida por comparacdo dos valores de deslocamento quimico dos
dados obtidos com a literatura (BOOM, et. al., 1999) e por evidéncia através da rota
biossintética para formacéo da substancia, sendo possivel identificar a substancia Col TB 3
como (5R,8R,9S,10R)-ent-Clerod-3,14-dien-13a-ol [(-)-kolavelool, tendo como nome usual,
(-)-Kolavelool, formula molecular C2oHz40. Os dados obtidos pelos espectros de RMN de 13C
e RMN de *H, e os dados de comparagdo com a literatura, sdo apresentados na tabela 15.

O (-)- Kolavelool é um diterpeno, que em estudos prévios, foi identificado no género
Aristolochia, nas espécies A. chamissonis, A. cymbifera e A. balde (BOOM, et. al., 1999;
LOPES, et. al., 1988). Todavia, até o presente momento € um isolamento inédito no género
Tapirira.

O esquema apresentado (figura 13) demonstra a proposta da rota biossintética para a
formacdo do (-)-kolavelool, realizada por (NAKANO et. al, 2015) que é resultado da
ciclizacdo do geranilgeranil PP (GGPP) catalisada por uma molécula de agua ap0s ionizacéo e
migracao da dupla alilica.

A comparacdo dos dados reportados pela literatura, bem como os dados obtidos nos
espectros de RMN, estdo de acordo com a estrutura estabelecida.



Figura 13 —Proposta de rota biossintética de formacéao do (-)-Kolavelool
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Figura 14 — Teste DEPT 135 da substancia Col TB 3 (500 MHz, CDCls, 6/ppm).
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Figura 15 — Espectro de RMN de 13C da substancia Col TB 3(500 MHz, CDCls, §/ppm).
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Figura 16

39

Espectro de RMN de ®H da substancia Col TB (500MHz, CDCls, &/ppm).
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Figura 17 — Espectro bidimensional de HSQC da substancia Col TB 3 (500MHz, CDCls, §/ppm).
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Figura 18 — Espectro bidimensional COSY da substancia Col TB 3 (500MHz, CDCls, 6/ppm).
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Figura 19 — Espectro bidimensional de HMBC da substancia Col TB 3 (500 MHz, CDCls, §/ppm).
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Tabela 15 — Comparacédo dos dados obtidos da substancia Col TB 3 e do (-)-Kolavelool(CDCls)

ColTB 3

(-) —Kolavelool

0'H multiplicidade (J/Hz) & ™C

6 'H multiplicidade (J/Hz) § ®c "C

18,2
27,4
519s 120,4
— 144.6
— 38,1
36,8
26,9
36,1
— 38,3
46,3
31,8
35,3
— 73,5
5,88t 145,1

5,08 dd (17,4; 1,5)/ 5,05 dd (10,8; 1,5) 111,8

1,28's 27,8
0,80d (5,9) 15,9
1,59 d (1,5) 18,0
0,99 s 19,9
0,72s 18,5

516s

5,07 dd(17,2; 1,5)/4,99 dd (10,8;1,5)
1,24s
0,75 d (5,9)
1,54 d (1,5)
0,95s

0,68 s

43

18,2
27,4
120,4
1445
38,1
36,8
26,8
36,1
38,3
46,3
31,8
35,3
73,4
145,1
111,8
27,7
15,9
18,0
19,8

18,4

*(BOMM et. al, 1999)



Figura 20 — Estrutura para a substancia TG 3.1 Col3
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A substéncia TG 3.1 Col3 foi isolada da fracdo TG3 col4, da fase de hexano: acetato

de etila,(confome item 4.5.1), apresentando coloracdo amarela e aspecto oleaginoso (figura

21). Na andlise por CCD e por radiacdo UV, apresentou uma Unica mancha brilhosa,

indicando que possivelmente estaria pura. No entanto, ao obter os dados espectrais de RMN

de *H e RMN de 13C, foi possivel identificar que se tratava de uma mistura com um composto
majoritario. A aquisicdo do testes complementares DEPT-135, HMBC e HSQC,possibilitaram

a identificacdo da substancia majoritaria.
Figura 21 — Substéncia TG 3.1 Col3

Fonte: Producéo do préprio autor.

Pelo espectro de RMN de 3C (figura 23) foi possivel identificar 20 sinais referente ao

composto majoritario na mistura, sugerindo ser um diterpeno. O RMN de 13C apresentou sinal

de carbono referente a carbono ligado a oxigénio com deslocamento quimico em 73,4 ppm,
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justificando o ndo aparecimento de sinal referente no RMN de *H pelo motivo discutido na
elucidacéo da substancia Col TB 3.

Carbonos vinilicos com deslocamento quimico em §111,5 e §145,3 ppm e carbonos
olefinicos com deslocamento quimico em § 132,4 e §137,0 ppm.

O RMN de tH (figura 24) apresentou sinais em deslocamento quimico entre 60,80 e
61,28 ppm, onde foi possivel identificar a presenca de hidrogénios metilicos, dos quais, um
metilico secundario em § 0,83 ppm e quatro metilicos terciarios em 6 0,81; 0,95; 0,97 e 1,28
ppm, e hidrogénios vinilicos em § 5,06; 5,20 e 5,90 ppm.

O DEPT-135 (figura 25) identificou a presenca de 5 grupos CHs, 8 grupos CHz e 2
grupos CH. Os deslocamentos quimicos ndo sinalizados pelo DEPT-135, infere que se trata
de carbonos nao hidrogenados (5 34,5; 40,2; 135,4; 137,0 ppm).Os testes bidimensionais
HSQC (figura 26) e HMBC (figura 27) adquiridos, corroboraram para a elucidacgéo estrutural,
com destaque para 0 HSQC que permitiu a identificacdo da correlacdo direta, por exemplo,
entre o hidrogénio duplo dubleto (dd) com deslocamento quimico em & 5,06 ppm com o
carbono com deslocamento quimico em & 145,3 ppm, o hidrogénio dd em & 5,20 ppm com o
carbono 6 111,5 ppm e o singleto em § 1,28 ppm com o carbono em & 27,6 ppm.Pelos dados
obtidos e por comparacdo com a literatura (NAGASHIMA et al., 2001) foi possivel identificar
a substancia majoritaria da fracdo TG 3.1 Col 3 como 5(10), 14-Halimadien- 13-ol, formula
molecular CxoH340. Os dados obtidos pelos espectros de RMN de 3C e RMN de 'H, e 0s
dados de comparacdo com a literatura, sdo apresentados na tabela 16. A estereoquimica foi
estabelecida de acordo com os dados obtidos e comparacdo com a literatura (NAGASHIMA
etal., 2001).

Pela estrutura apresentada e comparada com a da substancia Col TB 3(-(-)
Kolavelool), percebe-se que as duas substancias possuem o mesmo plano estrutural, no
entanto, seus dados espectrais ndo sdo idénticos. Trata-se de substancias enantioméricas, na
qual, a 5(10), 14-Halimadien- 13-ol ocorre rearranjo de Wagner—Meerwein, um rearranjo
com deslocamento [1,2] de carbocéations, onde um grupo hidrogénio, alquil ou aril, migra para
o carbono vizinho (WAGNER, 1899).

Partindo do —(-)Kolavelool, observa-se que ocorre migracdo da ligacdo dupla dos
carbono 3 e 4 para os carbonos 5 e 10,e o grupo metil ligado ao carbono 5, migra para o
carbono 4. A figura 22 apresenta uma proposta de mecanismo para o rearranjo de Wagner—

Meerwein.
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Figura 22 —Proposta de mecanismo para o rearranjo de Wagner —Meerwein na formacdo do 5(10), 14-
Halimadien-13-ol.
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Fonte: Producéo do prdprio autor.

Em prévios estudos, (NAGASHIMA et. al, 2001) isolaram o 5(10), 14-Halimadien-13-
ol a partir do extrato da J. Infusca em CC e HPLC preparativa. ASAKAWA (2003) apresenta
em seu trabalho uma abordagem quimiossistematica de 36 familias da Jungermannidae e 7
familias de Marchantiidae discutindo usando os componentes diterpenoides e aromaticos.
Relata o isolamento de 5(10), 14-Halimadien-13-ol e também o (-)-kolavelool, bem como o
seu enantibmero (+)-kolavelool, obtidos da subclasse Jungermannia e observou que essa

classe ocasionalmente produzem terpendides enantioméricos, e que as vezes, o fato de coletar
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a espécie em lugares diferentes, elaboram enantibmeros opostos, sendo uma observacao
interessante em relagdo a biodiversidade em espécies de Jumgermannia.

E possivel encontrar na literatura, a ocorréncia de terpenos e terpendides. Entretanto,
até o presente momento deste trabalho, ndo foram encontradas publicacdes a respeito de
diterpenos em Anacardiaceae, sendo esta, a primeira descricdo de ocorréncia no género
Tapirira, consequentemente na espécie T. guianensis, contribuindo para maior conhecimento
a respeito da composicao desta espécie. A comparacdo dos dados reportados pela literatura,
bem como os dados obtidos nos espectros de RMN, estd de acordo com a estrutura
estabelecida.

Diversos estudos demonstram que os diterpenos isolados em diferentes espécies de
diferentes géneros, possuem grandes potenciais em diversas atividades bioldgicas, como por
exemplo, agentes anticancer, anti-inflamatéria, antiviral, atividade antituberculose e
antimalarial (SOUZA-FERRARI, et. al., 2023, ZHANG, et. a., 2019, YUAN, et. al., 2020,
SHI, et. al., 2008, CHE, et. al., 1999, WANG, et. al., 2017, KIM, et. al., 2020). Esses
resultados colaboram para o conhecimento das espécies, bem como para o avanco de
desenvolvimento de novos tratamentos para diversas doencas. O uso dos fiterapicos no
Sistema Unico de Satde (SUS), foi implementado para promover melhorias na qualidade de
vida da populagdo, através do Decreto Presidencial 5.813 de 22/06/2006, instituindo a Politica
Nacional das Plantas Medicinais e Fitoterapicas, tendo como objetivo da politica, a melhoria
no acesso da populacdo aos medicamentos, melhoria no atendimento aos usuarios do SUS e
ampliando as opcdes terapéuticas, bem como garantir 0 acesso seguro e uso racional de
plantas medicinais e fitoterdpicas (BRASIL, Ministério da Salde, 2006). Com essa
implementacdo, é compreensivel que a economia brasileira, tende a ganhar muito com isso,
pois, 0 aumento no uso dos fitoterapicos pode gerar maior interesse dos micro-
empreendedores fornecendo matéria-prima, e das industrias farmacéuticas, o que gera mais
empregos e crescimento da economia. Segundo dados do UNA-SUS, os brasileiros tém
aumentado a busca por tratamento a base de plantas medicinais, onde entre 2013 e 2015, a
procura por esses produtos no SUS mais que dobrou, crescendo em torno de 161%, e
informam que atualmente no comércio farmacéutico sdo comercializados diversos
medicamentos fitoterapicos, simples e associados, exemplificando que para o sistema nervoso
central, as farméacias comercializam a Passiflora sp., Valeriana officinalis, Piper methysticum,
Hypericumperforatume Melissa officinalis. Assim, demonstrando e fazendo-se necessario a
continuidade dos estudos fitoquimicos, exercendo sua finalidade em estudar os metabdlitos

secundarios, elucidando e caracterizando estruturas quimicas, e avaliando suas propriedades
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bioldgicas, de modo a continuar contribuindo significativamente para a geracdo de novos

conhecimentos e manutengdo socio-econémica do pais.
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Figura 24 —Espectro de RMN de *H da substancia TG 3.1 Col3(500MHz, CDCls, 6/ppm.
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Figura 25 — Teste DEPT 135 da substancia TG 3.1 Col3(500 MHz, CDCls, 6/ppm).
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Figura 26 — Espectro bidimensional de HSQC da substancia TG 3.1 Col3(500MHz, CDCls, §/ppm).
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Figura 27 — Espectro bidimensional de HMBC da substancia TG 3.1 Col3(500MHz, CDClIs, 6/ppm).
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Tabela 16 —Comparacéo dos dados obtidos da substancia TG 3.1 Col3 e do 5(10), 14-Halimadien- 13-ol.

RMN 500MHZ CDCl3

POSICAO

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

TG3.1Col 3 5(10),14-Halimadien-13-ol
&"C 8 'H multiplicidade(J:Hz) 5BC 8 'H multiplicidade(J:Hz)
25,7 1,75m 25,7 1,75m
20,0 1,92-2,00m 20,0 191-2,00m
40,0 1,50m 40,0 1,51m
34,5 — 34,5 —
137,0 — 136,9 —
25,2 1,41-1,47m 25,2 1,41-1,47m
27,2 1,90-2,00m 27,2 1,90-2,00m
33,6 1,28-1,40m 33,5 1,28-1,40m
40,2 — 40,2 —
132,4 — 132,3 -
30,0 1,18ddd(12.4,12.4,3.5) 30,0 1,19ddd(12.6,12.6,3.8)
36,6 1,42-1,47m 36,5 1,41-1,47m
73,4 — 73,4 _
145,3 5,06dd(10.8,1.3) 145,3 5,05dd(10.7,1.4)
111,5 5,20dd(17.4,1.3) 111,6 5,20dd(17.3,1.4)
27,6 1,28s 27,6 1,27s
16,1 0,83s 16,1 0,82s
29,2 0,95s 29,2 0,95s
27,7 0,97s 27,7 0,97s
21,3 0,81s 21,3 0,81s

*( NAGASHIMA et, al; 2001)
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CONCLUSAO

O presente trabalho descreveu um estudo fitoquimico realizado a partir dos extratos
metandlico e diclorometanico das folhas da T. guianensis (Anacardiaceae), que apos a
utilizacdo de técnicas classicas de cromatografia, permitiu o isolamento e a identificacdo de
trés substancias: B-sitosterol (TG6ING e TG7AL), que é bastante conhecido e possui descrito
na literatura, o isolamento na espécie aqui trabalhada, e que vem sendo objeto de estudo para
0 combate ao cancer de prostata (DAVID, et. al., 1998), e dois diterpenos, o(5R,8R,9S,10R)-
ent-Clerod-3,14-dien-13a-ol [(-)-kolavelool (Col TB3) e o 5(10), 14-Halimadien- 13-ol
(TG3.1 Col 3), ambos descritos pela primeira vez no género Tapirira. Esses resultados foram
apresentados no 9" Brazilian Conference on Natural Products (9" BCNP) em 2023.

O primeiro trabalho publicado sobre a T. guianensis foi em 1984, e mesmo apés 40
anos de estudos realizados com esta planta, o isolamento destes diterpenos séo comprovagéo
de que ainda é possivel descobrir novos constituintes e contribuir para o conhecimento
quimico, para que, futuramente, sejam realizados novos estudos que envolvam, por exemplo,
ensaios bioldgicos e que viabilize um possivel medicamento e/ou fitoterapico, ofertando o
retorno de um trabalho de pesquisa sendo de grande contribuigéo para a sociedade.

A proposta de continuidade desse trabalho desenvolvido até 0 momento, sera seguir
com a desreplicacdo dos extratos obtidos, a fim de seguir descrevendo novos constituintes
fitoquimicos relevantes para o maior conhecimento desta espécie. Além disso, diante de
muitos usos populares dessa planta para o tratamento de manchas na pele (SOUZA CD e
FELFILI JM, 2006), e levando-se em conta que a literatura apenas registra atividades
antibacterianas e antiprotozoarias (ROUMY, et. al., 2009) citotoxicas (TAYLOR et. al., 2006;
MAHAMOUD et. al.,, 2011) e vasodilatadoras (CALASSARA, et. al., 2020),torna-se
relevante também investigar o potencial antiviral dessa planta, o que ainda ndo foi encontrado

na literatura dentro do levantamento bibliogréfico que pudemos realizar.,
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