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CHEMICAL CONSTITUENTS AND LEISHMANICIDAL ACTIVITY OF Gustavia elliptica (LECYTHIDACEAE). The
phytochemical investigation of the stem bark and leaves of G. elliptica provided a mixture of the norisoprenoids blumenol B and
6-epiblumenol B along with the triterpenes friedelin, as the major constituent, friedelanol, ursa-9(11),12-dien-3-ol, o-amyrin,
B-amyrin, morentenol, epifriedelanol, as well as the sesquiterpenes trans-caryophyllene, a-humulene, ethyl hydnocarpate and other
fatty acid esters. The identification of the compounds was performed on basis of spectrometric methods such as GC-MS, IR, MS
and 1D and 2D NMR. Stem bark extracts showed significant leishmanicidal activity against promastigote forms of Leishmania

braziliensis, with the best results for the chloroform extract.
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INTRODUCAO

O género Gustavia, pertencente a familia Lecythidaceae, possui
cerca de 40 espécies distribuidas na América Tropical desde a Costa
Rica até o extremo sul da Amazonia, estando também presente no
nordeste brasileiro." A principal atividade relatada na etnomedicina
¢ a utilizacao dos frutos, cascas ou folhas jovens, em forma de
emplastros, pelos indios da tribo Palikur na Guiana Francesa contra
leishmaniose.? Poucos s@o os estudos fitoquimicos realizados com
espécies do género Gustavia, os quais descrevem, principalmente,
a presenga de dcidos graxos, triterpenos e esteroides.*® Entretanto,
ensaios bioldgicos realizados com extratos e fracdes de G. augusta
revelaram significante atividade anti-inflamatéria, enquanto que
o estudo quimico desta espécie resultou no isolamento de acido
betulinico, um dos mais potentes inibidores de células tumorais.’
A partir de G. hexapetala foi isolado um novo inibidor de células
cancerigenas humanas, o depsideo gustastatina, juntamente com o
dcido betulinico.*’

A espécie Gustavia elliptica S. A. Mori € restrita as terras firmes
das florestas da Amazonia Central, com grande ocorréncia nas vizi-
nhangas da cidade de Manaus, onde suas drvores, conhecidas como
ripeiro, general, castanharana ou mucurdo, chegam a atingir cerca de
22 m de altura e 35 cm de didmetro."® Como as demais espécies do
género, sua madeira apresenta um odor fétido, atribuido a emanacio
de dissulfeto de etila, bem como de outros compostos volateis de
enxofre, que lhe conferem parcial protecdo contra alguns tipos de
insetos, especialmente besouros.’

*e-mail: souzadq@ufam.edu.br

Na busca continua por compostos com atividade leishmanicida de
plantas da Amazonia, foi realizada a investigacio fitoquimica da casca
do caule e das folhas de Gustavia elliptica, resultando na obtengdo do
norisoprenoide-C,; blumenol B e de seu epimero 6-epiblumenol B,
ésteres de dcidos graxos, sesquiterpenos e triterpenos, entre os quais a
friedelina encontrada em quantidade majoritdria em todos os extratos
analisados. Em adicdo, extratos, fragdes e compostos de G. elliptica
foram ensaiados in vitro contra formas promastigotas infectantes de
Leishmania braziliensis e L. guyanensis.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos gerais

Os espectros de infravermelho foram obtidos em pastilhas de KBr
em um espectrometro Perkin Elmer Spectrum 2000. As medidas de
ponto de fusdo foram obtidas em um aparelho Metler Toledo FP 62,
com taxa de aquecimento de 5 °C min™' e ndo foram corrigidas. Os
experimentos de RMN 1D ('H, *C{'H} e 1D-NOE) e 2D (COSY,
HSQC, HMBC e J-Resolvido) foram adquiridos em CDCI, a 295
K em espectrometros de RMN Varian Inova 500 ou Bruker Avance
400, cujos magnetos de 11,7 Tesla, para o primeiro, e 9,4 Tesla, para
o segundo, permitiram observar os nicleos de 'H a 500 e 400 MHz
e os *C a 125 e 100 MHz, respectivamente. Os experimentos de
correlagdo direta 'H-"*C (HSQC) e a longa distdncia (HMBC) foram
otimizados para constantes de acoplamento 'J.,;, 140 Hz, e "PJ .,
8 Hz, respectivamente. Os deslocamentos quimicos de RMN de 'H
e 13C sdo expressos em ppm (8) em relagdo ao sinal do TMS em
0,00 ppm, como referéncia interna, e as constantes de acoplamento
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(J) em Hz. As separagdes por cromatografia em coluna (CC) foram
realizadas com silica gel 60G (0,025-0,063 mm, Merck), enquanto
que as andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas em cromatoplacas pré-fabricadas de silica gel 60 F,,
(Merck) com 0,2 mm de espessura. As placas cromatogréficas foram
reveladas por borrifacdo com solugdo etandlica de dcido sulftrico
5% ou vanilina sulfirica 5%, seguida por aquecimento a 110 °C,
reagente de Liberman Buchard, solu¢do de NP/PEG e exposicio a
luz ultravioleta em 254 e 366 nm.

As andlises por CG-EM dos constituintes das folhas foram
realizadas em um cromatégrafo a gas acoplado a um espectrometro
de massas Shimadzu QP2010, equipado com injetor split/splitless
e uma coluna capilar de silica fundida Agilent DB-5 de baixa po-
laridade (5% metilsilicone e 95% fenil), de 30 m de comprimento,
0,25 mm de d.i. e filme de 0,25 um de espessura. Condi¢des das
andlises cromatogréficas: injetor a 250 °C; forno: 250-290 °C a 10
°C min’!, 290 °C por 30 min; hélio como gds de arraste a um fluxo
de 2,0 mL min’'; faixa de massas de 20 a 500 Daltons; energia de
ionizagdo (IE) de 70 eV.

As andlises por CG-EM dos constituintes da casca do caule foram
realizadas em um cromatégrafo a gds acoplado a um espectrometro
de massas Agilent Techologies 6896 N, equipado com injetor split/
splitless e com uma coluna capilar de silica fundida HP-5SMS (5%
difenil e 95% dimetilpolissiloxano) de 30 m de comprimento, 0,25
mm de d.i. e filme de 0,25 wm de espessura. Condi¢des das andlises
cromatogrdficas: injetor a 250 °C; forno: 200-305 °C a 10 °C min’',
305 °C por 35 min; hélio como gés de arraste a um fluxo de 2,0 mL
min’'; faixa de massas de 30 a 500 Daltons; energia de ionizagdo
(IE) de 70 eV. Os constituintes foram identificados pela andlise das
fragmentagdes observadas em seus respectivos espectros de massas e
por comparacdes com as bibliotecas de massas Wiley 7n e Nist 98 e
com dados descritos na literatura.” Alguns ainda tiveram seus tempos
de retencdio comparados com os de padrdes obtidos e identificados
por membros da equipe de autores.

Material vegetal

Cascas do caule e folhas de Gustavia elliptica foram coletadas
em novembro de 2001 e fevereiro de 2006, respectivamente, na
fazenda experimental da Universidade Federal do Amazonas, no
km 38 da BR-174, e identificadas pelo pesquisador M. Hopkins, do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). As exsicatas
foram depositadas no herbario do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Amazonas (n° 7280).

Extracio e isolamento dos constituintes quimicos das folhas

As folhas secas e trituradas (600 g) foram extraidas a frio em
aparelho de ultrassom sucessivamente com diclorometano (3 x 2 L)
e metanol (3 x 2 L), por periodos de 20 min cada. Os extratos foram
concentrados em evaporador rotativo a pressdo reduzida, resultando
nos extratos em diclorometano (10,5 g) e metanol (41,6 g), respec-
tivamente. Parte do extrato em metanol (12 g) foi fracionada em CC
com gel de silica utilizando-se para eluigdo CHCI,, CHCl,/MeOH:
(95:5), (9:1), (8:2), (7:3), (1:1) e (0:1). Da fracdo obtida na mistura
de CHCL,/MeOH 95:5 (209,7 mg) foi feita nova CC de gel de silica
utilizando-se para elui¢do hexano/acetato de etila: (1:1), (4:6), (3:7),
(8:2) e (0:1). Da fracao 3:7 foi obtido um 6leo viscoso de coloragdo
levemente amarelada (7,9 mg), constituido pela mistura dos epimeros
blumenol B e 6-epiblumenol B (1 e 2).

Parte do extrato em diclorometano (9,9 g) foi fracionada
em uma CC de gel de silica utilizando-se como eluente hexano/
acetato de etila em gradiente de polaridade crescente. A fragdo
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eluida em hexano apresentou uma grande quantidade de material
floculoso de coloracdo branca, identificada como uma mistura de
hidrocarbonetos (~ 0,23 g). Da fragdo hexano/acetato de etila 9:1
(1,98 g) foi feita uma nova CC de gel de silica com os mesmos
solventes, porém com aumento de polaridade mais suave. Das
fragdes eluidas com hexano/acetato de etila 99:1 e 98:2 foram
obtidos, respectivamente os triterpenos friedelina (3) (175,0 mg)
e friedelanol (4) (168,0 g). Da fragdo obtida na propor¢do de 97:3
do eluente, foi feita nova CC de gel de silica utilizando-se para
eluicdo combinagdes de hexano/diclorometano/acetato de etila
em vdrias proporcdes. Obteve-se nas fracdes 94:4:2 a 93:5:2 do
eluente um soélido branco cristalino (47,0 mg), identificado como
uma mistura de o e B-amirinas (5 e 6).

16S:26R 3R=0;4R=p-OH, H

Extracio e isolamento dos constituintes quimicos da casca do
caule

As cascas do caule, secas e moidas (1,35 kg), foram submetidas a
extracdo exaustiva por maceragao com etanol 95%. Apds eliminagado
do solvente em evaporador rotativo a pressdo reduzida foi obtido
um extrato bruto (83,4 g), parte do qual (12,6 g) foi particionada em
cloroférmio e d4gua (1:1), fornecendo os extratos em cloroférmio (6,5
g) e aquoso (2,8 g), além de uma fragdo insolivel (2,8 g).

Uma parte do extrato em cloroférmio (3,7 g) foi submetida a
uma nova parti¢do com hexano e metanol 90% (1:1), resultando nas
sub-fragdes em hexano (1,5 g) e metanol (1,6 g). Outra parte desse
extrato (1,0 g) foi fracionada em uma CC de gel de silica utilizando-se
para elui¢do hexano, diclorometano e metanol em gradiente de pola-
ridade crescente. As fragdes resultantes foram comparadas em CCD,
reunidas em trés grupos (A-C) e analisadas por CG-EM, conforme
as condicdes descritas nos procedimentos gerais. No grupo A (45,4
mg), obtido por eluicdo com hexano, foi identificada uma mistura dos
ésteres graxos palmitato, linoleato, oleato e estearato de etila (7-10).
Do grupo B (30,0 mg), eluido com hexano/diclorometano (9:1), foi
obtido o triterpeno friedelina (3) (30,0 mg) apds sucessivas recrista-
lizagdes em acetato de etila. Do grupo C (27,1 mg), proveniente da
eluicdo com hexano/diclorometano (8:2), foi identificada uma mistura
dos triterpenos 3 e friedelanol (4) (Tabela 1).

Parte da sub-fracdo em hexano (1,0 g) foi fracionada em suces-
sivas colunas de gel de silica fazendo-se a eluicdo com misturas de
hexano e diclorometano, em gradiente crescente de polaridade. As
fragdes resultantes foram selecionadas e reunidas em seis grupos
(D-I), eluidos com hexano/diclorometano 7:3 a 1:9, os quais foram
submetidos a andlises por CG-EM, conforme as condigdes descritas
nos procedimentos gerais. No grupo D (52,1 mg) foi identificada
uma mistura de 3, 5 e 6. Ambos os grupos E (14,7 mg) e F (10,2
mg) continham os triterpenos S e 6, moretenol (12) e ursa-9(11),12-
dien-3-o0l (13), tendo o grupo E também o epi-friedelanol (11). No
Grupo G (25,3 mg) foram identificados 3, 7, 9, 10, o trans-cariofileno
(14) e o hidnocarpato de etila (15). O grupo H (29,4 mg) continha
apenas 3 e o grupo I (42,7 mg) estava constituido por 3, 11, 14 e o
o-humuleno (16) (Tabela 2).
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Tabela 1. Constituintes quimicos identificados nas cascas do caule de Gustavia elliptica por CG-EM
Extrato Amostra Constituintes TR/min Abundancia/%
Cloroférmio Grupo A palmitato de etila (7) 25,43 42,84
linoleato de etila (8) 30,36 14,96
oleato de etila (9) 30,58 15,07
estearato de etila (10) 31,41 15,87
Grupo B friedelina (3) 61,68 96,08
Grupo C friedelina (3) 61,21 95,18
friedelanol (4) 61,72 4,82
Hexano Grupo D o~ amirina (5) 59,12 6,42
[-amirina (6) 58,19 3,90
friedelina (3) 62,69 82,69
GrupoEeF epifriedelanol (11) 61,17 4,77
0 amirina (5) 59,12 ~ 45,00
B-amirina (6) 58,19 ~1,00
Moretenol (12) 60,67 ~1,00
ursa-9(11), 12-dien-3-ol (13) 57,48 ~1,00
Grupo G trans-cariofileno (14) 8,16 1,09
palmitato de etila (7) 25,43 3,84
hidnocarpato de etila (15) 27,04 27,78
oleato de etila (9) 30,56 0,90
estearato de etila (10) 31,41 0,44
friedelina (3) 61,66 48,26
Grupo H friedelina (3) 61,68 96,08
Grupo I trans-cariofileno (14) 8,16 4,49
o-humuleno (16) 9,03 0,54
epifriedelanol (11) 61,20 11,61
friedelina (3) 61,65 78,02

Os constituintes foram identificados pela analise das fragmentagdes observadas em seus respectivos espectros de massas e por comparagdes com as bibliotecas

de massas Wiley 7n e Nist 98 e com dados descritos na literatura.” Alguns ainda tiveram seus tempos de retengio comparados com os de padrdes obtidos e

identificados por membros da equipe de autores.

Ensaios biolégicos

Para os testes bioldgicos, foram utilizadas cepas de Leishmania
(V) braziliensis (MHCAN/BR/98/R619), cedidas pela Dra. M. de F.
Madeira, do Lab. de Protozologia, Depto. de Ciéncias Bioldgicas,
ENSP/FIOCRUZ, e de L. (V) guyanensis (IM4216), cedidas pela
Dra. A. M. R. Franco, do Lab. de Leishmaniose e Doenca de Chagas,
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (CPCS/INPA).

Formas promastigotas de L. (V) braziliensis e L. (V) guyanensis fo-
ram cultivadas a 26 °C em meio de cultura bifasico (s6lido-liquido). Como
fase sélida foi empregado o meio NNN'*!! constituido de dgar com 15%
de sangue desfibrinado de coelho e como fase liquida meio Schneider’s'
em pH 7,2 suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) inativado e
estéril e 2% de urina humana masculina esterilizada. Para andlise, 10 mg
de cada amostra foram solubilizadas em 1 mL de DMSO, seguindo-se
as dilui¢des programadas. Foi medida a concentragio inibitéria de cada
amostra para 50% das formas promastigotas (CI,/24 h), sendo que a
faixa de concentragio testada foi de 0,16 a 320 ug mL"". Os valores de
CL/24 h foram determinados por meio de regressdo linear. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata. Pentamidina foi usada como
controle positivo.”* O extrato em cloroférmio foi avaliado contra L. (V)
braziliensis e L. (V) guyanensis, enquanto que os extratos em hexano e
metanol foram avaliados contra L. (V) braziliensis e o triterpeno friedelina
(3) foi avaliado contra L. (V) guyanensis. Os resultados dos testes de
atividade leishmanicida estdo relacionados na Tabela 3.

Friedelina (3)

Sélido branco, cristais em agulhas, Tf (250-253,6) °C, ndo cor-
rigido. EM (IE, 70 eV), m/z (%): 426 [M]* (16), 273 (20), 205 (10) e
69 (100). RMN de 'H [500 MHz, CDCl,, §, J (Hz)]: 1,96 (m; H-1a),

1,68 (dq; J = 13,0; 5,1;H-1b), 2,39 (ddd; J = 13,7; 5,1; 1,9; H-2a),
2,29 (m; J =13.,8; 13,6; 6,5; H-2b), 2,24 (¢; J = 6,5; H-4), 1,75 (m;
H-6a), 1,27 (m; H-6b), 1,59 (m,; H-7a), 1,47 (m; H-7b), 1,44 (m; H-8a),
1,39 (m; H-8b), 1,55 (m; H-10), 1,38 (m; H-11), 1,35 (m; H-12), 1,47
(m; H-15a), 1,27 (m; H-15b), 1,54 (m; H-16a); 1,36 (m; H-16b), 1,56
(m; H-18), 1,37 (m; H-19), 1,49 (m; H-21), 1,48 (m; H-22), 0,87 (d; J
=6,5 Hz; H-23), 0,73 (s; H-24), 0,88 (s; H-25), 1,01 (s; H-26), 1,05
(s; H-27), 1,18 (s; H-28), 1,00 (s; H-29), 0,95 (s; H-30). RMN de
13C (125 MHz, CDCl,, §): 22,3 (C-1); 41,5 (C-2); 213,2 (C-3), 58,2
(C-4);42,1 (C-5);41,3 (C-6); 18,2 (C-7),53,3(C-8);37,5(C-9); 59,5
(C-10); 35,6 (C-11); 30,5 (C-12); 39,7 (C-13); 38,3 (C-14); 32,8 (C-
15);36,0 (C-16); 30,0 (C-17); 42,8 (C-18); 35,4 (C-19); 28,2 (C-20);
32,4 (C-21); 39,3 (C-22); 6,8 (C-23); 14,7 (C-24); 17,9 (C-25); 20,3
(C-26); 18,7 (C-27); 32,1 (C-28); 31,8 (C-29); 35,0 (C-30).

3-B-Friedelanol (4)

Soélido branco, cristais em agulha, Tf (243-247.8) °C, ndo cor-
rigido. EM (IE, 70 eV), m/z (%): 413 (12), 275 (10), 123 (45), 55
(57), 81 (70), 69 (80) e 95 (98). RMN de 'H [500 MHz, CDCl,, §, J
(Hz)]: 1,43 (m; H-1), 1,90 (dt; J = 10,0; 2,3; H-2a), 1,56 (m; H-2b),
3,73 (m; H-3), 0,94 (s; H-4), 1,74 (dt; J = 10,0; 3,0; H-6a), 1,45 (m;
H-6b), 1,57 (m; H-18),0,91 (m; H-22), 0,93 (d; J =7,3; H-23), 0,97 (s;
H-24), 0,86 (s, H-25), 0,99 (s; H-26), 1,01 (s; H-27), 1,17 (s; H-28),
0,95 (s; H-29); 1,00 (s, H-30). RMN de “*C (125 MHz, CDCl,, 9):
15,8 (C-1); 36,3 (C-2); 72,9 (C-3); 49,4 (C-4); 38,1 (C-5); 41,9 (C-6);
17,6 (C-7); 53,4 (C-8); 37,4 (C-9); 61,6 (C-10); 35,6 (C-11); 30,6
(C-12); 38,6 (C-13); 39,9 (C-14); 32,3 (C-15); 35,8 (C-16); 30,0 (C-
17); 43,1 (C-18); 35,4 (C-19); 28,2 (C-20); 32,8 (C-21); 39,5 (C-22);
11,6 (C-23); 16,4 (C-24); 18,2 (C-25); 20,1 (C-26); 18,6 (C-27); 32,1
(C-28); 35,2 (C-29); 31,8, (C-30).
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Tabela 2. Dados de RMN (400 MHz, CDCl,) dos epimeros (6S,9R) e (6R,9R)-blumenol B

1185

65,9R-blumenol B (1)

6R,9R-blumenol B (2)

1 41,7 qC 41,7
2 50,02 CH, 225dd18,0;12  1,3,4,6,12¢13 50,04 223dd 18,0;1.2  1,3,4,6,12¢ 13
2,50 d 18,0 1,3, 12¢ 13 2,534 18,0 1,3, 1213

3 198,0 qC 197.9

4 126,1 CH 5.86dg 1.4;1,2 2,6ell 126,0 5,84 dg 1,4;1,2 2,6ell

5 168,1 qC 167,6

6 77,82 qC 77.80

7 34,8 CH, 1.84m 1,5,6,8¢9 33,54 1.72m 1,5.6,8¢9
1,99 m 1,5,6,8¢9 191 m 1,5.6,8¢9

8 333 CH, 1,53 m 6,7.9¢ 10 33,50 1.53m 6,7.9¢ 10
1,64 m 6,7.9¢ 10 1,64 m 6,9¢10

9 68,8 CH 3,79 m 7,8¢10 68,8 3,79m 7,8¢ 10

10 242 CH, 123d62 8e9 242 123d62 8e9

11 21,7 CH, 2,06d 1.4 4,5¢6 21,0 2,03d 1.4 4,5¢6

12 239 CH, 1,06 s 1,2,6¢13 23,7 1,09 s 1,2,3,6¢12

13 23,8 CH, 1,09 5 1,2,3,6e12 24,0 1,06 s 1,2,6¢13

Dados obtidos dos espectros de RMN de 'H e C e DEPT-135; atribuicdes feitas com base nas correlagdes 'H-"3C direta e a longa distdncia dos experimentos
de HSQC e HMBC. *As correlagdes 'H-"*C a longa distancia foram otimizadas para “PJ..,, de 8 Hz. A exata multiplicidades dos sinais foi obtida através da
correlagdo 6-J de experimentos de J resolvido, bem como com auxilio do programa computacional first-order multiplet simulator/check FOMSC.'*

Tabela 3. Atividade de extratos, fracdes e compostos da casca do caule de
Gustavia elliptica contra formas promastigotas de L.(V) braziliensis e L.(V)

guyanensis

Amostra CLyin Cug ) CLyain (ps i)
Extrato em hexano 17,0 NT

Extrato em cloroférmio 6,4 7,7

Extrato em metanol 10,0 NT

Grupo C NC NC

Grupo G 197,8 290,6
Friedelina (3) NT NC
Pentamidina* 1,0 0,3

*Farmaco de referéncia. NC = ndo calculado por dificuldade de visualizagdo
devido a grande concentracdo de parasitos. NT = ndo testado.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudos fitoquimicos

O estudo fitoquimico das folhas e cascas do caule de Gustavia
elliptica resultou na obten¢@o de uma mistura do blumenol B e seu
epimero 6-epiblumenol B (1 e 2), bem como de triterpenos (3-6, 11
e 13), sesquiterpenos (14 e 16) e ésteres de acidos graxos (7-10 e
15). As estruturas dessas substancias foram determinadas com base
em andlises de CG-EM, IV e/ou RMN 1D e 2D e comparacdo com
dados da literatura.!*!8

No espectro de IV da mistura de 1 e 2 foram observadas bandas
de absor¢des em 3403, 1710 e 1650 cm’!, evidenciando a presenga
de hidroxila e carbonila o,-insaturada. Na andlise por CG-EM um
unico pico foi registrado no cromatograma de fons totais da amostra
(tg = 23,489 min), em cujo espectro de massas foram observados

os picos em m/z 226 (M*), 208 (M*-H,0), 152 (M*-C,H,,0) e
110 M*-C H,,0-C,H,0), compativeis com a férmula molecular
C;H,,0;. Embora ndo distinguidos por CG-EM, os epimeros 1 e
2 foram detectados e identificados na mistura a partir das andlises
dos espectros de RMN 1D e 2D, conforme serd demonstrado na
discussdo a seguir, em que os pares de sinais de 1 e 2 distinguidos
nesses espectros sao mencionados separados por uma barra, sendo
o primeiro sinal atribuido a 1 e o segundo a 2.

Nos espectros de RMN de *C{'H} e DEPT-135 foram observados
23 sinais de carbono, 20 dos quais formam pares de sinais de mesma
multiplicidade quase superpostos. Os trés sinais ndo duplicados tém
maiores intensidades relativas e foram atribuidos a sinais correspon-
dentes de 1 e 2 com deslocamentos quimicos coincidentes. Os pares
de sinais em 6 198,0/197,9; 168,1/167,6 € 126,1/126,0 confirmaram
a presenga dos sistemas carbonilicos a,B-insaturados nos dois epi-
meros. Analogamente, no espectro de RMN de 'H foram detectados 6
pares de sinais, cada qual coincidente nas respectivas multiplicidades
e constantes de acoplamentos e com deslocamentos quimicos muito
proximos. Pela integragdo do par de sinais menos sobrepostos, em
8 2,06/2,03, foi possivel estimar a proporgéo relativa de 3:2 entre os
epimeros 1 e 2.

Sinais de hidrogénios olefinicos dos epimeros em & 5,86/5,84
foram observados, no HSQC, em correlagoes diretas 'H-'*C com os
respectivos carbonos olefinicos em 6 126,1/126,0 e, no HMBC, em
correlagdes a longa distancia "H-"3C com sinais de carbonos oxigena-
dos em 6 77,82/77,80, metilénicos em 6 50,02/50,04 e metilicos em
4 21,7/21,0. Coerentemente, esses sinais de hidrogénios olefinicos,
ambos duplos quartetos (/= 1,4 e 1,2 Hz), foram observados no COSY
em correlagdes 'H-'H com hidrogénios metilénicos em 6 2,25/2,23 ¢
de metila ligada a carbono sp? em 8 2,06/2,03. Estes hidrogénios, liga-
dos aos carbonos metilicos em 6 21,7/21,0 (HSQC), tém correlagdes
com os carbonos em & 168,1/167,6; 6 126,1/126,0 ¢ 6 77,82/77,80
(HMBC). Por sua vez, os hidrogénios metilénicos em & 2,25/2,23,
identificados como axiais e os respectivos hidrogénios equatoriais em
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82,50/2,53 estao conectados aos carbonos em 6 50,02/50,04, (HSQC),
e tém correlagdes a longa distancia '"H-'*C (HMBC) com os carbonos
carbonilicos em 8 198,0/197,9 e com carbonos nédo hidrogenados em
5 41,7 e metilicos em & 23,9/24,0 e 23,8/23,7. Para os hidrogénios
axiais foram ainda observadas correlagdes com os carbonos em &
77,82/77,80 e & 126,1/126,0. Estes dados sdo compativeis com a
parte anelar e respectivas metilas de 1 e 2.

A cadeia lateral, evidenciada no espectro de massas pelo fon de
m/z 152 (M*-C,H,,0) foi confirmada pelos sinais de carbonos meti-
1énicos em & 34,8/33,54 € 33,3/33,50, carbindlico metinico em J 68,8
e metilico em & 24,2 nos espectros de RMN de *C{'H} e DEPT-135,
bem como pelas correlagdes 'H-*C direta e a longa distincia nos
experimentos de HSQC e HMBC. Estes e os demais dados (Tabela
2) confirmaram a presencga de 1 e 2 na amostra.

A identifica¢@o de 1 com o blumenol B e, consequentemente, sua
configuracdo absoluta foi estabelecida pela compara¢do com dados
publicados.!>!® Para atribuir a configuragio absoluta de 2 levou-se em
consideragdo que todos os sinais duplicados nos espectros de RMN
de 'H e BC{'H} dos dois compostos (Tabela 2) pertencem ou estio
ligados a parte anelar da estrutura, indicando que a inversdo de con-
figuragdo ocorre no carbono estereogénico C-6 da juncio da cadeia
lateral. Claramente os sinais de RMN de 'H e '*C da parte terminal da
cadeia lateral, C-9 e C-10 ndo aparecem duplicados, ratificando que
a epimeria de 2 em relac@o ao blumenol B (1) ndo deve ser em C-9.
Para efeitos comparativos, considerou-se o blumenol A glicosilado
e seu epimero em C-9,'® cujos respectivos dados apresentam diferen-
cas apenas nos carbonos da cadeia lateral (C-7 a C-10). Se para tais
compostos a inversdo de configuragdo em C-9 ndo causa distin¢do
dos sinais de RMN dos 4tomos anelares, mesmo sendo relativamente
volumoso o grupo a ele ligado, as diferengas observadas entre 1 e 2 s6
podem ter sido causadas pela inversdo em C-6. Portanto, tendo sido
observada a identidade de 1 com o (6S5,9R)-blumenol B,>!8sugere-se
que 2 seja o (6R,9R)-blumenol B ou 6-epiblumenol B, o qual estd
sendo descrito primeira vez como produto natural.

Norisoprenoides com 9 a 13 dtomos de carbonos sdo compostos
flavorizantes cuja origem ¢ associada a degradacio de carotenoides,
tendo sido identificados no tabaco e em frutos como marmelo,
manga e, principalmente, em vinhos e sucos de uva.'*?! Embora tais
compostos tenham sido encontrados em espécies de outras familias,
como Apocynaceae, Euphorbiaceae, Anacardiaceae, Boraginaceae
e Rubiaceae,? esta € a primeira descri¢do da presenca dos epimeros
do blumenol B na familia Lecythidaceae, evidenciando sua ampla
ocorréncia. Com relaciio a importancia biolégica do blumenol B
foram descritos resultados de atividades alelopatica.”®

Além dos norisoprenoides 1 e 2, o estudo fitoquimico das cascas
do caule e das folhas de G. elliptica resultou na obtencao dos triter-
penos 3-6 e 13-17, ésteres graxos 7-10 e 15 e sesquiterpenos 14 ¢ 16
(Tabela 1). Entre os triterpenos isolados destacam-se a friedelina (3),
como composto majoritdrio encontrado nas duas partes da planta, e
o friedelanol (4), encontrado em menor propor¢do, o qual apresenta
atividade anti-inflamatéria.>* Entre os sesquiterpenos destacam-se o
trans-cariofileno (14), com atividade antimicrobiana, e o a-humuleno
(16), com atividades inseticida, antimicrobiana, antioxidante e an-
ticancerigena,>? enquanto que entre os ésteres graxos destaca-se o
hidnocarpato de etila (15), um dos primeiros medicamentos usados
no tratamento da lepra.”’

Ensaios biolégicos

De todos os extratos das cascas do caule de G. elliptica avaliados,
o extrato em cloroférmio foi o que apresentou maior percentagem de
inibicdo para as cepas de Leishmania (V) braziliensis e L. (V) guya-
nensis, enquanto que os extratos em hexano e metanol apresentaram

Quim. Nova

alta percentagem de inibi¢do somente contra L. (V) braziliensis. Os
grupos C e G (Tabela 1), selecionados para ensaio, por apresenta-
rem constituintes majoritdrios ou registro de atividades bioldgicas
comprovadas*? foram fracamente ativos ou inativos (Tabela 3). Por
outro lado, o triterpeno friedelina (3), além de inativo, aparentemente,
estimulou a proliferacdo dos parasitos.

CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da espécie Gustavia elliptica confirmou a
composi¢do rica em terpenos e dcidos graxos caracteristica do géne-
ro, sendo a friedelina (3) o constituinte majoritario nas duas partes
investigadas da planta. A presenga de norisoprenoides na familia
Lecythidaceae € descrita pela primeira vez, sendo identificados os
epimeros (65,9R) e (6R,9R)-blumenol B (1 e 2, respectivamente), este
inédito como produto natural. As configuragdes absolutas sugeridas
para 1 e 2 tiveram por base dados da literatura.'>!'® Os resultados dos
ensaios antileishmania, com os extratos da planta s3o promissores
e justificam o uso popular de espécies de Gustavia no combate a
leishmaniose, estimulando a continuacio das investigagdes fitoqui-
micas deste género.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros de RMN de 'H e *C da mistura de 1 e 2 estdo
disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br na forma de arquivo
PDF, com acesso gratuito.
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Figura 1S. Espectro de RMN de 'H de 1 e 2 (400 MHz, CDCl,) com expansdes parciais
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Figura 28. Espectro de RMN de "°C de 1 e 2 (100 MHz, CDCl,) com expansdes parciais
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