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RESUMO

SUAREZ OSORIO, Liseth, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2015.
Isolamento do acido hidnocarpico de sementes @arpotroche brasiliensigsapucainha),

sintese de derivados e avaliacdo da atividade antibacterian@rientador: Marcelo
Henrique dos Santos. Coorientador: Antdénio Jacinto Demuner.

A mastite € uma doenga que causa muitos prejuizos aos rebanhos leiteiros gerando inimeras
perdas econdmicas. No Brasil, € a doenca de maior impacto para a bovinocultura, pois reduz a
producado e qualidade de leite e compromete o animal, podendo causar sua morte@recoce.
seu controle € realizado com o uso de antimicrobianos comercias aos quais as bactérias
podem desenvolver resisténcia. Ao mesmo tempo, tem-se buscado alternativas de controle e
dentre estas, o0 uso de compostos naturais com propriedades antimicrobianas. Das sementes dc
fruto da espécieCarpotroche brasiliensisé extraido um Oleo com propriedades
antimicrobianas Neste sentido, este trabalho constituiu-se no isolamento do &cido graxo
ciclopenténico majoritério (acido hidnocéarpico) que constitui o 6leo fixo do extrato hexanico
das sementes e obtencdo de derivados semissintéticos potencialmente ativos. Foram obtidos
onze derivados, dos quais quatro ésteres e sete amidas a partir do acido hidnocarpico, sendo
seis inéditos estruturalmente, ainda n&o relatados na literatura. Todos os derivados e o
composto isolado foram caracterizados a partir de técnicas espectroscopicas e
espectrométricas (IV, RMN dél e de'*C e CGEM). Tanto o acido hidnocarpico como seus
derivados foram submetidos a ensaios de atividade antimicrobiana sobre as b&ctérias
agalactiae e E. coli, dois patdbgenos que causam mastite contagiosa e ambiental,
respectivamente. O éster metilico do acido hidnocarpico (derivado éster 1) apresentou
inibicdo deS. agalactiaena concentragédo de 1 mg thlPara aE. coli, os compostos n&o
apresentaram atividadé&ste estudo serve de base para o conhecimento da composicdo
quimica das sementes @e brasiliensise seu uso potencial como material de partida para a
preparacdo de novos derivados bioativos e uma possivel aplicacdo destes compostos como

antibacterianos.
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ABSTRACT

SUAREZ OSORIO, Liseth, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, Baiation of
hydnocarpic acid of Carpotroche brasiliensiseeds (sapucainha), derived synthesis and
evaluation of antibacterial activity. Adviser. Marcelo Henrique dos Santos. Co-adviser:
Antonio Jacinto Demuner.

Mastitis is a disease that causes a lot of damage on the dairy herds, producing innumerable
economic losses. In Brazil, it is the disease of greatest impact on the cattle, which reduces
production and quality of milk and compromises the animal health, probably causing his
untimely death. The control is performed using antibiotics that the bacteria developed
resistance. Consequently, it has been sought alternative control, as the use of fixed oil with
antimicrobial properties. Oil with antimicrobial properties is extracted from the seed of the
fruit Carpotroche brasiliensisspecies. Therefore, this study has proposed to isolate the
majority cyclopentenyl fatty acid which is the oil, and obtain derived bioactive of hexane
extract from the seeds. Were obtained eleven derivatives of which four ester derivatives and
seven amide derivatives from isolated cyclopentenyl fatty acid, including six structurally
unpublished, and not reported in the literature. All the derivatives and isolated compound
were characterized from spectroscopic and spectrometric technique$ (#Rd *C NMR

and CGMS). Both derivatives and the substance isolated (hydnocarpic acid) were submitted
to antimicrobial activity tests on the bactei#a agalactiaeand E. coli, two infectious
pathogens that are responsible to cause contagious mastitis and environmental mastitis
respectively. The hydnocarpic acid methyl ester (ester derivative 1) showed inhibition on the
S. agalactiaeat a concentration of 1 mg fiLFor E. coli, the compounds have not showed
activity. This study provides information on the phytochemicals presddt lmasiliensisas

starting material for the preparation of bioactive derivatives and a possible application of

these compounds as antibacterials.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

Durante muito tempo as plantas medicinais e seus derivados tém sido utilizados para fins
terapéuticos. Atualmente, o interesse em plantas com propriedades antimicrobianas tem sido
incrementado em fung&o dos crescentes problemas associados ao uso de diversos antibioticos
e a crescente prevaléncia de bactérias multirresistentes (Guzman-Blanco et al.,, 2000). O
conhecimento sobre espécies vegetais com propriedades antimicrobianas tem sido revisto e
ampliado para o desenvolvimento de novos agentes efetivos contra infeccdes que s&o
comumente dificeis de tratar (Eloff, 1998).

Entre as plantas usadas na medicina popular, temos as plantas da familia das flacurtiaceas
gue estdo bem representadas nas florestas tropicais asiaticas e digdneoarpusiestaca-
se como o mais abundante. Das sementes do fruto é extraido um Oleo, chamado 6leo de
chaulmugra, que apresenta propriedades antilepréticos, sendo utilizado contra a hanseniase
(Santos et al., 200®liveira et al., 2009). O 6leo também tem funcéo inseticida, parasiticida e
€ indicado no combate a caspa, aos piolhos e as manifestacfes herpétiéss 1To4r
Oliveira et al., 2009).

No Brasil, a principal espécie fornecedora do 6leo de chaulmugra, aqui amplamente
conhecido como 6leo de sapucainha&apotroche brasiliensisCarpotroche brasiliensig
uma arvore brasileira nativa, pertencente a famBiacourticeae sendo seus frutos
consumidos por animais silvestres e partes da planta usadas na medicina popular (Oliveira et
al., 2009).

Estudos anteriores apresentam Qaepotroche brasiliensisem propriedades medicinais,
sendo a polpa do fruto empregada como peitoral, os frutos verdes usados em lavagens no
controle biolégico aos insetos, as sementes reduzidas a pasta e o 0leo essencial séo
empregados externamente contra diversas afec¢cdes da pele, sendo utilizada nos processos d
cicatrizacdo emdrseniase. A planta possui acdo especifica contra o bacilo da lepra, devido a
presenca dos &cidos graxos ciclopenténicos que sdo 0s constituintes principais desse o0leo:
acido hidnocarpico, acido chaulmugrico e acido gorlico (Possolo, 1945; Jacobsén, 1973

Dentre as doencas por bactérias encontra-se a maAstitastite € uma doenca, que afeta
0os bovinos, causada principalmente por microrganismos que invadem o parénquima da
glandula mamaria produzindo um processo inflamatério leve ou grave, caracterizando-se por
modificacdes no parénquima mamario e alteracdes fisico-quimicas do leite (Andresgn, 2001
Os microrganismos que causam mastite podem ser agrupados em duas categorias de acordc

com sua origem: patdgenos contagiosos e patdogenos ambientais. Os principais patdgenos
1



Introducéo

contagiosos s&0S. agalactiae, Staphylococcus aureasMycoplasma Os principais
patégenos ambientais incluem dois tipos de bactérias: as bactérias coliformes e varias
espécies de estreptococos, diferentesSdagalactiag chamados estreptococos ambientais
(Andresen, 2001; Benedette, 2008

No mundo, a mastite causa perdas econémicas por volta de 35 bilhdes de ddlares por ano.
No Brasil, € a doenca de maior impacto para a bovinocultura, pois reduz a producdo e
qualidade do leite, comprometendo o animal na sua producdo, 0 que suscita a preocupacao de

resolver o problema (Tozzetti et al., 2008; Benedette et al.).2008

Tendo em mente a necessidade de se desenvolver novas estratégias no controle da mastite
e considerando-se as atividades antibacteriana e anti-inflamatoria apresentadas pelo 6leo
extraido das sementes de saputai@ por compostos contendo grupos éster e amida, se
propde neste trabalho isolar os &cidos graxos que constituem o Oleo e obter os derivados
bioativos do extrato das sementesC@depotroche brasiliensisom a finalidade de avaliar sua

atividade antibacteriana.



Revisdo de Literatura

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Plantas como agentes antimicrobianos

As plantas tém sido utilizadas para fins terapéuticos por séculos, existindo relatos em
manuscritos chineses de 500 a. c. (Duarte et al., 28#) de achados arqueolégicos em
civilizagdes do Antigo Egito, Grécia, india e Arabia que ja faziam um amplo uso das
substancias ativas das plantas com fins medicinais (Lopez, 2010). Durante muito tempo as
plantas medicinais e seus derivados constituiram a base da terapéutica e, atualmente, cerca de
30% dos farmacos utilizados sado de origem vegetal, enquanto 50% deles sdo de origem

sintética, mas relacionados aos principios isolados de plantas medicinais (Yunes et al., 2001).

O interesse em plantas com propriedades antimicrobianas tem sido incrementado em
funcdo dos crescentes problemas associados ao uso de diversos antibidticos comerciais,
incluindo efeitos colaterais no hospedeiro, tais como hipersensibilidade, imunossupresséo,
reacdes alérgicas e o0 surgimento de resisténcias bacterianas, geralmente ocasionadas pelo us:
indiscriminado e inadequado de antibidticos (Guzméan-Blanco et al., 2000; Pannyti et al
1995). Com a crescente prevaléncia de bactérias multi-resistentes, tem sido revisto e
ampliado o conhecimento sobre determinadas espécies vegetais com propriedades
antimicrobianas que oferecem potencial consideravel para o desenvolvimento de novos

agentes efetivos contra infec¢des (Eloff, 1998; Ahmad et al., 1998).

Os produtos naturais se destacam como grandes fontes de novos recursos terapéuticos.
Assim, a possibilidade de explorar o mercado de medicamentos de origem natural é bastante
atrativa para a industria, pois este setor tem crescido muito, e representa cerca de 30% do
faturamento bruto das industrias. A industria pode encontrar nas plantas medicinais novas
estruturas quimicas a serem descobertas e, diante disso, desenvolver farmacos que serac
alternativas terapéuticas mais eficazes para o tratamento ou prevencdo de patologias (Alves,
2000; Lopes, 2010). Assim, existe a necessidade de novas pesquisas com extratos vegetais €
fitoquimicos de conhecida atividade, que podem adquirir significado nos tratamentos
terapéuticos (Corréa et al., 1998).

Muitas plantas provindas de biomas brasileiros como o Cerrado, a floresta Amazonica e
Mata Atlantica, tém sido usadas na medicina popular para o tratamento de doencas tropicais,
incluindo leshimania, malaria, esquitossomose e infecgfes fungicas e bacterianas (Alves et al.,

2000). Diversos autores relatam o pequeno numero de espécies Amazonicas estudadas quandc
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comparadas com a riqgueza de espécies existentes neste bioma, mesmo sendo muitas dela:
utilizadas constantemente no tratamento de uma variedade de doencgas por nativos da regiao.
(Duarte et al.20006.

2.2. Espécie Carpotroche brasiliensis (Sapucainha)

O bioma brasileiro apresenta muitas espécies nativas que sdo utilizadas na medicina
popular. As plantas conhecidas pela designacdo de chaulmugras pertencem & familia das
Flacourtiaceae, os géneros dessa familia conhecidos como chaulmoogkgds@carpus
Carpotroche Caloncoba Oncoba Lindackeria e Mayng tendo sido, estes dois ultimos,
pouco empregados no tratamento da lepra. O géhginocarpuscorresponde a maior parte
das espécies das chaulmoogras e inclui as espécies que possuiam maior valor no tratamentc
da lepra (Santos et al.,, 2008). @arpotroche brasiliensjs pertencente a familia das
Flacourtiaceae, € uma arvore brasileira nativa de médio a grande porte, que produe frutos d
casca rigida e polpa carnudacdnhecida popularmente como “sapucainha” e o fruto é muito
apreciado por cotias e macacos, dando-lhe os nomes populares de fruta de cotia ou fruta de
macaco. Também é conhecida por reseda-do-mato, papo-de-anjo, mata-piolho e richuchu.
encontrada nas florestas montanhosas dos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais
Espirito Santo, Bahia e Piaui (Figura 1) (Lima et al., 2005; Oliveira et al., 2009 ).

Figura 1. Fruto da sapucainhaCérpotroche brasiliens)s
A polpa do fruto deCarpotroche brasiliensignvolve cerca de 80 a 100 sementes de 1,5

cm (Figura 2). O Oleo extraido das sementes € mais conhecido como 6leo de chaulmugra. Nos

anos 90, alguns estudos apresentaram a propor¢cdo dos constituintes principais desse 6leo

como acidos graxos ciclopenténicos: acido hidnocéarpico (45,5%), acido chaulmugrico

(24,4%) e acido gorlico (15,4%), acompanhados de 6,6% de acido palmitico, 6,3% de acido

4
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oléico e de uma série homodloga de &cidos ciclopenténicos de cadeia carb6nica menor. Os
acidos graxos ciclopenténicos sdo conhecidos pela sua atividade farmacolégica e a sua
utilizacdo como agentes antilepréticos. O dlecCddrasiliensisfoi usado no tratamento da

lepra, doenca que causa uma resposta inflamatéria, indicando que o O6leo tem atividade
analgésica e anti-inflamatoria. Além disso, estudos anteriores relatam que o Oleo extraido da
C. brasiliensigem funcdes inseticidas e parasiticidas, € eficaz no combate a caspa, piolhos e
nas manifestacdes herpéticas (Oliveira et al., 2089y, 1975). Até o aparecimento das
sulfas,em 1940, esses 0leos foram a principal droga indicada para o tratamento da hanseniase
(Oliveira et al., 200

Figura 2. Sementes da sapucainh@afpotroche brasiliens)s

As descri¢cdes do uso medicinal do 6leo de chaulmugra sédo anteriores a era crista. A
chaulmugroterapia foi implementada no ocidente apenas no século XIX. Theodoro Peckolt,
farmacéutico alemédo que em 1848 se erradicou no Rio de Janeiro, foi 0 primeiro a sugerir o
uso do éleo d€. brasiliensisno tratamento de leprosos. Todos os acidos obtidos por Peckolt
eram misturas, embora ele os tivesse denominado com nomes especificos como &cidos
carpotrdchico, carpotrochinico e carpotrolénico e avaliou o perfil farmacolégico do 6leo de
chaulmugra brasileiro usando diferentes vias de administracdo e formas farmacéuticas.
Confirmou que os ésteres etilicos eram mais bem tolerados que os acidos graxos livres e
concluiu que os acidos graxos ciclopenténicos saturados eram 0s responsaveis pela acéo

contra o bacilo da lepra (Oliveira et al., 2008]¢ et al., 1938).

Nesta época, Paulo Seabra, entdo farmacéutico pela Universidade do Brasil, iniciou
seus estudos com o 6leo da espé€xidrasiliensisa pedido de seu mestre Orlando Rangel.
Seus resultados foram apresentados a Academia Nacional de Medicina por Belmiro Valverde,
em 1922, mostrando as primeiras observacdes cientificas de leprosos tratados com derivados

do Oleo. Seabra produziu os sais cupricos coloidais dos acidos, produto que veio a ser
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conhecido comdarpotran baseado na acdo do cobre no tratamento da hanseniase (Oliveira
et al., 2009 ).

Todos estes estudos culminaram na preparacdo e comercializacdo de diversos
derivados da mistura de acidos, comarileprol (mistura dos ésteres benzilicos) da Bayer e
o Antileprina da Casa Granado (ésteres etilicos acrescidos de 6leo de figado de bacalhau,
canfora e timol) (Oliveira et al., 2009 ).

2.3. Compostos bioativos

2.3.1. Acidos graxos ciclopenténicos

Um grande numero de sementes contém &cidos palmitico, oleico, linoleico e linolénico,
por vezes em propor¢cdes variaveis. As sementes das plantas pertencentes a mesma familia
botanica muitas vezes mostram semelhanca na sua composicao de acidos graxos.

Os acidos graxos com um anel terminal ciclopent-2-enila sdo encontrados em 6leos de
sementes de varias espécies de plantas da familia Flacourtiaceae (Tabela 1). Os dleos fixos
extraidos das sementes da maior parte dos membros desta familia sdo utilizados
extensivamente na medicina popular para o tratamento da lepra e outras doencas @utaneas.
6leo de chaulmugra é extraido de sementelydimocarpus (Taraktogenus) kurz@s trés
acidos graxos mais comuns deste tipo sdo: acido 11-ciclopent-2-enilundecandico (acido
hidnocarpico), acido 13-ciclopent-2-eniltridecandico (acido chaulmuigrico) e &acido 13-
ciclopent-2eniltridec-6-endico (acidaorlico), acidos que ndo parecem ocorrer em quaisquer

outras plantas além das sementes da familia Flacourtiaceae (Figura 3) (Christl®©&®)pl

@\.n x COOH
Acido gorlico
@ o COOH

Figura 3. Acidos graxos ciclopenténicos reportados na literatura.

Acido chaulmugrico

COOH

Acido hidnocarpico
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Todos esses &cidos graxos tém estereoquiiicacarbono 1 do anel do ciclopent-2-
enila. Pouco se sabe sobre a via de biossintese destes acidos graxos, mas as evidéncia
apontam para ciclopentenilglicina como o precursor do acido ciclopent-2-enilcarboxilico
(acido aleprdlico), que é entdo submetido a dessaturacdo da cadeia alongada por sistemas de

enzimas especificas (Christie et 4D89.
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Tabela 1.Alguns 6leos que contém &cidos graxos ciclopenténicos (Mangold 1977)

Espécies Ocorréncia Nome do 6leo

H.Kurzii (Taraktogenos Bangladesh Oleo de Chaulmugra
Kurzii) Birmania

india (Assam)

Ceilao?®

Brasil (Minas Gerais}

EUA. (Hawaii)?

Carpotrodhe brasiliensis Brasil (Bahia) Oleo de Sapucainha

(Espirito Santo)
(Minas Gerais)
(Piaui)

(Rio de Janeiro)

(Séo Paulo)

& Introduzida e cultivada
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2.3.2. Esteres

Os ésteres sao importantes produtos ou produtos intermediarios nas industrias quimica e
farmacéutica. Em geral, a formacéo de éster a partir de acidos carboxilicos requeéa ativa
do grupo carboxila, que pode ser obtido por conversdo em grupos funcionais mais reativos,
tais como haletos de acila, anidrido ou por ativagatu por reagentes de acoplamento. Os
acidos carboxilicos reagem com alcoois na presenca de um catalisador acido para formar
ésteres e agua (reacao de esterificacdo de Fischer) (Figura 4).

0 H.A 0

1.+ RoOH .+ heo

R OH ™ OF

Figura 4. Reacédo de esterificacao de Fischer.

Para a producdo de ésteres por ativagésitu por reagentes de acoplamento, varios
reagentes sao relatados, comdy-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) ou DCC / DMAP, di(2-
piridil) carbonato (DPC), O,0-di(2-piridil) tiocarbonato/DMAP, 4-(trifluorometil) anidrido
benzoico/TiC)/2AgCIO,, MesSiCl, TBTU 2- (1H-benzotriazol-i}-1,1,3,3-tetrametiltonico
e Varios outros reagentes de acoplamento por ativacdo dos acidos carboxilicos na coexisténcia
de uma base de Lewis ou acido, respectivamente. Como exemplo, temos a esterificacdo de
acidos carboxilicos com alcoois e fenbdis com TBTU 2- (1H-benzotriaitpii]t,3,3-
tetrametilurdnico como um sal de urénio e um reagente de acoplamento eficiente na presenca

de trietilamina em acetonitrila, a temperatura ambiente (Balalaie et al., 2008) (Figura 5

o) TBTU, Et;N 0
+ RQH ———> +  HO
R1J\OH CH5CN, t.a R1J\OR2

R'=R? = Alquila ou arila

Figura 5. Reacéo de esterificacdo com TBTU.

2.3.3. Amidas

As amidas sdo importantes como produtos farmacéuticos e agroquificsidas sao
geralmente de natureza neutra no que diz respeito a sua reatividade em comparagcdo com 0S

acidos ou aminas dos quais sao obtidas. As amidas simples de acidos carboxilicos alifaticos

9
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séo solidas a temperatura ambiente, enquanto as amidas substituidas de acidos carboxilicos

alifaticos podem ser liquidas, com temperatura de ebulicdo relativamente elevada.

Em geral, a formacéo de ligacdo amida a partir de acidos carboxilicos requer diretamente
a ativacdo do grupo carbtx A ativacdo de um grupo carboxila pode ser feito pela
conversao em grupos funcionais mais reativos, tais como haletos de acila. Os reagentes de
acoplamento podem ser usados para a ativiacaiu do grupo carboxila, tais comot,N-
diciclo-hexilcarbodiimida (DCC), TiG) fosfato ativado, Sn[N(TM$],, N-halo-succinimida /
PhsP, CkCCN / PhP, ArB(OH), o reagente de Lawesson, M&O,CI e N,N-dimetilamina,
SOCIF, isocianato de cloro-sulfonila, cloreto de tosila, em condi¢des livres de solvente, e sais
de urbnio baseados na 2-mercaptopiridina-1-6xido. Recentemente, foram relatados novos
reagentes para a sintese de uma ligacdo amida. Nas ultimas décadas, algum saiale fosf
de urdénio foram utilizados como reagentes de acoplamento para a sintese de péptidos, tais
como 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), HATU, HBTU, BOP, HOAt, TCTU, HCTU e TBTU
(Balalaie et al., 2007) (Figurg.6

0
EL + RN TETU, ta . 1)L R
R1T" "OH TEA, EtO AL R MH

Figura 6. Reacgéo de formagao de amidas com TBTU.

2.4. Generalidades da mastite bovina

7

A mastite € um processo inflamatério da glandula mamaria relacionado a agressdes
fisicas, quimicas, térmicas ou microbianas, (Brito et al., 2000). Tem por caracteristicas uma
série de alteracdes fisicas e quimicas do leite bem como modificagBes patologicas no tecido
glandular. As alteracbes mais importantes observadas no leite sdo a descoloracdo, o
aparecimento de coagulos e a presenca de grande numero de leucécitos. A glandiga mamar

apresenta aumento de volume e elevacao da temperatura (Radostits, 2000).

Philpot & Nickerson (1997) apontam que 90% das mastites sdo causadas por bactérias.
Além destes patdégenos, fungos, leveduras, algas e virus também podem estar envolvidos na

etiologia da doenca, porém a ocorréncia é baixa.

Com base no agente infeccioso, a mastite pode ser dividida em duas grandes categorias:
contagiosa e ambiental. No caso de mastite contagiosa, as principais bactérias envolvidas sdo
S. agalactiaeCorynebacterium bovis, Staphylococcus aureidycoplasma. S. agalactiae

0 parasita obrigatorio da glandula mamaria de ruminantes, vive nos soros do leite e Ubere. A
10
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infeccao pode se espalhar rapidamente em estabelecimentos. O Unico reservatério conhecido €
0 Ubere ou lesdes infectad&s.aureuse Mycoplasmasao capazes de colonizar e persistir em
diversos locais dbospedeiro (pele gato respiratorio). O meio deansmissdo mais comum

desses microrganismos envolve a falta de higienizacdo do maquinario (Benedette, 2008).

Os patdgenos ambientais causadores de mastite incluem a espécie de estreptococos, send
S. uberise S. dysgalactia®@s maiscomuns. No grupo dos coliformes ambientais, encontram-
se as bactérias Gram-negativiascoli, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, E. faecais.
faecium(Benedette, 2008).

Existem tambénpatdgenos incomuns que podem causar mastite grave e sdo de origem
fungica ou viral (Radostits, 2000). Outros agentes infecciosos que causam mastite sao:

Mycoplasma bovis, Clostridium perfringem®seudomonas aeruginoenedette, 2008

A mastite € uma doenca que causa muitos prejuizos, estima-se que, mundialmente as
perdas causadas pela doenca séo por volta de 35 bilhées de dolares por ano. Por serem um:
doenca altamente prejudicial aos rebanhos leiteiros, muitos estudos sobre essa doenca séa
feitos, e programas de manejo tentam melhorar a saude da glandula mamaria (Almeida,
1999).

2.5. Generalidades das bactérias estudadas

2.5.1. Bactérias Gram-negativas

v' Parede de bactérias Gram-negativas:

7

A parede das bactérias Gram-negativas € constituida por uma fina camada de
peptidoglicano e uma membrana externa contendo fosfolipidios, lipopolissacarideo (LPS),
caracteristico destas bactérias e proteinas (proteina da membrana externa). Esta camada est
intimamente ligada ao peptidoglicano e é considerado um componente da parede celular de
bactérias Gram-negativas.

A membrana externa também contém numerosas proteinas, constituindo canais, chamados
porins. Estes poros permitem a passagem de moléculas de baixa massa molecular, tais como
nutrientes. As moléculas hidréfilas de baixa massa molecular passam facilmente através dos
porins, ao passo que as moléculas hidrofébicas se difundirem através da membrana em
bicamada. As moléculas grandes ndo atravessam a membrana externa, de modo que essa:

bactérias, ao contrario das Gram-positivas, ndo sdo sensiveis a enzima lisozima que destroi o
11
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peptidoglicano. Antibidticos, incluindo alguns de elevada massa molecular ndo podem
atravessar a membrana externa e, por conseguinte, as bactérias ndo sdo sensiveis a ele
(Cabrera et al., 2007).

e Escherichia coli

Escherichia colié uma bactéria gramegativa, frequentemente agrupada com outras
bactérias coliformes da familanterobacteraciaeE. coli e outras bactérias coliformes sdo
encontradas em concentragfes elevadas em matéria orgdwsdaovinos, os Uberes podem
ser infectados com coliformes através do contato com a matéria organica no ambiente ou
durante a ordenha. Uma vez dentro do UbEresoli se multiplica rapidamente, resultando
um influxo de células inflamatorias.

As endotoxinas encagadas de ingerir e matar as bactérias sdo liberadas para a
corrente sanguinea e, juntamente com outros mediadores inflamatérios resultam inflamacéo
local severa. Esta resposta inflamatéria é caracterizada pelo aumento da permeabilidade
vascular, alteragbes na composicdo do leite e danos para as células epiteliais mamarias. No
entanto, os sintomas clinicos séo resultado do processo inflamatério e, frequentemente,

incluem febre, dureza ou inflamacéo do Ubere (Wenz et al. 2004).

2.5.2. Bactérias Gram-positivas

v' Parede de bactérias Gram-positivas:

Apresenta uma espessa camada de peptidoglicano na forma de mudltiplas cAmadas.
superficie externa do peptidoglicano das bactérias Gram-positivas € geralmente eberta d
proteina. O peptidoglicano é um polimero constituido por acucares e aminoacidos que
originam uma espécie de malha na regido externa a membrana celular das bextérias.
polissacarido que constitui o0 peptidoglicano consiste em residuos alternados de N-
acetilglucosamina e acido N-acetilmuramico, unidos por ligagégs4) (Cabrera et al.,
2007).

12
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e Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactia& um agente comum de mastite. E um parasita obrigatério da
glandula maméria que significa que na natureza s6 pode viver e reproduzir-se na glandula
mamaria. A maioria das vacas infectadas mostram poucos sinais clinicos de mastite, tais como
leite anormal, mas geralmente tém contagens celulares somaticas elevadas.

S. agalactiagnfecta principalmente a cisterna e o sistema ductal da glandula mamaria,
produzindo uma toxina que provoca inflamagdo da glandula. A acumulagédo de produtos
residuais bacterianos intensifica a resposta inflamatoria, resultando na destruicdo do tecido
produtor de leite, causando agalaX@a.agalactiaeraramente causa doencas graves, mas
dano extenso no Ubere pode causar queda nas lactacfes subsequentes (Benedette, 200¢
Radostits, 2000).

13
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral
e |Isolar o acido graxo majoritario (acido hidnocarpico) do extrato das sementes de
Carpotroche brasiliensig obter os derivadsemissintéticos com potencial atividade
antibacteriana em dos agentes isolados de mastite bovina.

Objetivos especificos

v Obter o extrato das sementesG#potroche brasiliensis

v Isolar os principais compostos, incluindo &cido graxo majoritario (acido
hidnocarpico), e caracterizds a partir de técnicas espectroscopicas e
espectrométricas.

v Obter e caracterizar derivados ésteres e amidas a partir do acido hidnocarpico
isolado.

v' Avaliar a atividade antibacteriana do acido graxo isolado e de seus derivados

sobre bactérias isoladas de mastite bovina.

14
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Técnicas experimentais

4.1.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) analitica foram utilizadas placas
cromatograficas de silica-gel impregnadas sobre aluminio POLYGRAM-UV254 0,20 mm
MACHEREY — NAGEL (20 x 20 cm). As placas de CCD foram reveladas com vanilina, apos

visualizacdo em camara de luz ultravioleta.

4.1.2. Separacgdo cromatografica em coluna de silica-gel

As separacfes cromatograficas em coluna foram feitas utilizando-se silica-gel (70-230 Mesh,
SIGMA-ALDRICH) e eluente apropriado. As amostras foram previamente incorporadas a
silica em evaporador rotatério, transferidas para o topo da coluna e eluidas com mistura de

solventes adequados para separacao. As fracdes coletadas foram analisadas por meio de CCL

analitica.

4.2. Caracterizacao estrutural das substancias

4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em espectrometro PERKIN ELMER

SPECTRUM 1000 (Departamento de Quimica, Universidade Federal de Vigcosa - UFV), por

meio de pastilhas de KBr contendo 1% (m/m) do composto.

4.2.2. Espectrometria de Massas
Os espectros de massas foram obtidos em equipamento CG-EM SHIMADZU GCMS-

QP5050A, do Laboratério de Andlise e Sintese de Agroquimicos (LASA) do Departamento
de Quimica da UFV.

15



Materiais e métodos

4.2.3. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMiNelde carbono
(RMN de **C) foram obtidos em espectrometro VARIAN MERCURY 300 (BO = 7,05 T)
operando a 300 MHz parél e 75 MHz para?®C. Utilizou-se como solvente cloroférmio
deuterado (CDG]J. Os espectros foram referenciados pelo sinal do clorofoamd@,R6). As

constantes de acoplamento escalpfgqram expressas em Hertz (Hz).

4.2.3. Temperatura de fuséo

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho de ponto de fusdo MQAPF-301
da Microquimica Ind. e Com. Ltda apds purificacdo por cromatografia em coluna de silica gel
e por recristalizacdo empregando-se os devidos eluentes e solventes para cada composto. As
temperaturas registradas nao foram corrigidas.

4.3. Obtencéo do extrato das sementes

As sementes, retiradas do fruto da Sapucainha, foram lavadas para retirada da polpa.
Em seguida foram colocadas em estufa a 40 °C por 48 horas e posteriormente deixadas
resfriar em dessecador. As sementes foram quebradas e seus interiores retirados e triturados
em liquidificador. O material triturado foi transferido para um Erlenmeyer de 500 mL ao qual
foram adicionados 200 mL de hexano. O sistema foi fechado e deixado em repouso por 48
horas. Em seguida o sistema foi filtrado a vacuo e o filtrado foi concentrado sob presséo
reduzida para se obter o extrato bruto. O material sélido retido pelo filtro foi novamente
transferido para um Erlenmeyer, ao qual foi adicionado mais 200 mL de hexano, o sistema foi
fechado e novamente mantido em repouso por mais 48 horas, filtrado e concentrado. O
processo foi repetido até que ndo houvesse nenhum residuo apos a evaporacdo do solvente
(Oliveira et al, 2009).
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4.4. Isolamento dos acidos graxos

Uma aliquota do extrato bruto foi analisada por cromatografia em camada delgada,
testando-se diferentes misturas de fases méveis para obter uma separagcdo de componente:
adequada. Apos definir a fase movel, hexano: acetato de etila (95:5 v/v), a separacao foi feita
por cromatografia em coluna de silica-gel até obtencdo dos &cidos graxos puros. O &cido
hidnocarpico foi o composto de interesse, eluido nas fracdes 20 até 3§)(D)1dcido graxo
isolado foi caracterizado por meio de Ressonancia Magnética NucledaH de °C,

Espectroscopia no Infravermelho e Espectrometria de Massas.

4.5. Obtencao dos derivados bioativos

4.5.1. Procedimento geral para a obtencao dos ésteres

A um baldo de fundo redondo, contendo o respectivo acido (334 mg, 2 mmol), o
TBTU (2,2 mmol, 706 mg) e 40 mL de acetonitrila, foi adicionada trietilamina (0,56 mL, 4
mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo durante 5 minutos a temperatura ambiente, depois
foi adicionado o respectivo alcool (326 mg, 2 mmol) e o sistema reacional mantido sob
agitacao por mais 30 minutos. O progresso da reacdo foi monitorado por cromatografia em
camada delgada. Ao término da reacao foi adicionada agua (20 mL) e extraido £a(ZH
x 20 mL). A fase organica foi lavada com &gua, seca com sulfato de magnésioeanidro
concentrada sob pressdo reduzida em rotavapor. O produto bruto foi purificado por
recristalizacdo em alcool etilico (Balalaie et al., 2008a Figura 7 € apresentado o

mecanismo de esterificacdo com TBTU.

4.5.2. Procedimento geral para a obtencéo das amidas

A um baldo de fundo redondo, foi adicionado o respectivo acido (1 mmol), o TBTU (323
mg, 1 mmol), a trietilamina (0,27 ml, 2 mmol) e 30 ml de acetato de etila. A mistura foi
mantida sob agitacdo durante 10 minutos a temperatura ambiente, depois foi adicionada a
respectiva amina (2 mmol) e o sistema reacional mantido sob agitagdo por mais 20 minutos.
O progresso da reacgdo foi monitorado por cromatografia em camada delgada. Ao término da

reacdo foi adicionada agua (20 mL) e a fase organica foi separada, seca com sulfato de
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magnésio anidro e concentrada sob pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado por
recristalizacdo com mistura de hexanoetato de etila (5:1) (Balalaie et al., 2007). A Figura 8

representa o mecanismo de amidacdo com TBTU.

4.5.3. Procedimento para derivatizagéo por sililacdo

Foi diluido 3 mg de amostra com 60 mL de piridina seca e 100 uL de
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida em 1% de trimetilclorosilano (Fluka Chemika-BSTFA). A
mistura foi aquecida 70 °C durante 30 min. Depois, uma aliquota de 1 mL da solucéo

resultante foi utilizada para analise por GIS-(Oliveros-Bastidas et al., 2013).

5.4.3. Procedimento para derivatidapor transesterificacdo

Foram adicionados ao tubo de ensaio 50 mg de éleo, 2 mL de hexano e 0,2 mL de solucéo
metanodlica de hidroxido de potassio 2M. A mistura foi mantida sob agitacdo dGrante
minutos. Depois foram adicionados 2 ml de solucédo sauwladeto de sodio, até que a fase
organica foi separada. Depois, uma aliquota de 1 mL da solucéo resultante foi utilizada para
andlise por GQYS (Oliveros-Bastidas et al., 2013).

4.6. Dados fisicos e experimentais do composto isolado e dos derivados de

Carpotroche brasiliensis.

4.6.1. Acido (R)-11-(ciclopent-2-enil)undecandico (AH)

o o
3'6:'\1\1\10/9\8/7\6/5\4/3\)21]\0H
4 5

Composto isolado, conhecido como acido hidnocarpico.

Caracteristica: Solido branco

Massa molecular:252,39 g mot

T¢=55,7-56,5°C

CCD, Rf =0,22 (hexano: acetato de etila (95:5 v/v))

IV (KBr, cm ™) v max: 3049, 2917, 2850, 1701, 1472, 1429, 1409, 1207, 1180, 717.
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RMN de 'H (300 MHz, CDCl) § (mult., JHz): 5,68 (m, 2H); 2,34 (] = 7,5 Hz, 1H); 2,02
(ddd,J=12,0; 8,1; 3,5 Hz, 1H); 1,701,56 (m, 1H); 1,45 1,12 (m, 16HL

RMN de '°C (75 MHz, CDCly) & (atribuic&o): 179,87 (C1); 135,43 (C2’); 129,93 (C3);
45,58 (C1°); 36,14 (C11); 34,00 (C5’); 31,95 (C4’); 30,14 — 28,90 (C4-C9); 24,27 (C3).

EM (IE), m/z(%): 252 (3) [M]; 235 (2): 123 (2); 95 (4); 87 (20); 67 (100); 4130

4.6.2. Derivados do acid¢R)-11-(ciclopent-2-enil)Jundecandico (AH)
4.6.2.1. Esteres

46.2.1.1. (R)-11-(ciclopent-2-enil)Jundecanoato de metila (1)

0]
@“‘ MO/

Caracteristica: Oleo amarelo

Massa molecular:266 g mot*

CCD, Rf = 0,55 (hexano: acetato de etila (9:1 v/v))
Rendimento: 85,40%

IV (KBr, cm ) v max: 3048, 2920, 2850, 1740, 1459, 1435, 1194, 1167, 718.

EM (IE), m/z(%): 266 (2) [M], 235(3), 185 (3), 153 (4), 95 (5), 82 (20), 67 (100), 41 (37).

4.6.2.1.2. (R)}11-(ciclopent-2-enil)Jundecanoato de etila (2)
O
G‘\\\\/\/\/\/\)J\o/\

Caracteristica: Oleo amarelo

Massa molecular:280,45 g mot

CCD, Rf =0,62 (hexano: acetato de etila (9:1 v/v))
Rendimento: 84,92%
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IV (KBr, cm ™) v max: 3050, 2920, 2851, 1736, 1462, 1371, 1177, 1098, 718.

EM (IE), m/z(%): 280 (2) [MT, 235 (3), 199 (3), 153 (4), 95 (6), 67 (100), 41 (47).

4.6.2.1.3. (R)>11-(ciclopent-2-enil)Jundecanoato de isopropila (3)
0] J\
@'\\\MO

Caracteristica: Sélido amarelo cristalino

Massa molecular:294,47 g mol*

CCD, Rf =0,71 (hexano: acetato de etila (9:1 v/v))
Rendimento: 85,70%

IV (KBr, cm ™) v max: 2977, 2921, 2852, 1729, 1465, 1373, 1178, 1108, 720.

EM (IE), m/z(%): 294 (1) [MT, 251 (5), 235 (4), 213 (1), 178 (1), 123 (3), 95 (6), 83 (24),
67 (100), 43 (62).

4.6.2.1.4. (R)>11-(ciclopent-2-enil)Jundecanoato de prop-2-inila (4)

0
@ 0~ >cz=c-H

Caracteristica: Oleoamarelo

Massa molecular:290,44 g mol*

CCD, Rf = 0,69 (hexano: acetato de etila (9:1 v/v))
Rendimento: 82,56%

IV (KBr, cm ™) v max: 2922, 2852, 1739, 1459, 1437, 1417, 1157, 1098, 719, 668, 628.

EM (IE), m/z(%): 234 (1) [M[, 175 (1), 135 (2), 119 (5), 98 (10), 81 (12), 67 (100), 41 (37).

20



Materiais e métodos

4.6.2.2. Amidas

4.6.2.2.1(R)}11-(ciclopent-2-enilN-etilundecanamida (1A)
O
@““\/\/\/\/\)J\NH/\

Caracteristica: Solido branco

Massa molecular:279,46 g mot

CCD, Rf =0,30 (hexano: acetato de etila (7:3 v/v))
Tf = 52,5-53,2°C

Rendimento: 54,18%

IV (KBr, cm ) v max: 3304, 2915, 2847, 1638, 1545, 1467, 716.
EM (IE), m/z(%): 279 (5) [M[, 198 (4), 142 (4), 114 (5), 87 (80), 67 (100), 41 (88).

4.6.2.2.2(R)}11-(ciclopent-2-enilN-isobutilundecanamida (2A)

@ 1 NH/\(

Caracteristica: Sélido branco

Massa molecular:307,51 g mot

CCD, Rf =0,46 (hexano: acetato de etila (7:3 v/v))
Tf = 50,2- 51, 0°C

Rendimento: 82,07%

IV (KBr, cm ™) v max: 3311, 2915, 2847, 1642, 1547, 1468, 715.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) d (mult., J/Hz): 5,73- 5,60 (m, 1H); 3,07 (1) = 6,4 Hz, 2H);
2,42—1,86 (m, 4H); 1,80- 1,55 (m, 3H); 1,44 1,11 (m, 16H); 0,92 (1] = 8,9 Hz, 4H).

RMN de C (75 MHz, CDCl3) § (atribuicdo): 173,15 (C1)135,43 (C2°); 129,94 (C3°);
46,76 (C1°°); 45,58 (C1°); 36,98 (C11); 36,14 (C5); 31,94 (C4’); 30,05 — 29,01 (C4-C9);
28,49 (C3); 2M6 (C3°, C47).
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EM (IE), m/z(%): 307 (20) [M[, 264 (4), 226 (5), 170 (5), 142 (4), 115 (81), 67 (100), 41
(61).

4.6.2.2.2.3. Neiclohexil-11-(ciclopent-2-enil)undecanamidaij3

Caracteristica: Solido branco

Massa molecular:333.55 g mot

CCD, Rf = 0,57 (hexano: acetato de etila (7:3 v/v))
Tf = 55, 4- 56,2°C

Rendimento: 75,66%

IV (KBr, cm ™) v max: 3298, 2916, 2848, 1635, 1544, 1468, 1446, 718.

RMN de H (300 MHz, CDCly) 6 (mult., JHz): 5,66 (s, 1H): 5,38 (s, 1H); 3,74 (@= 8,2
Hz, 1H); 2,34 (dddJj = 42,4; 30,9; 27,7 Hz, 6H); 1,65 (db= 23,7; 10,5 Hz, 5H); 2,161,78
(m, 2H): 1,65 (ddJ = 23,7; 10,5 Hz, 5H); 1,400,98 (m, 20H).

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) § (atribuicdo): 172,22 (C1); 135,41 (C2°); 129,92 (C3’);
47,99 (C17°); 45,57 (C1°); 37,07 (C11); 36,13 (C5°); 33,22 (C4’); 31,93 (C2*°, C6’); 30,33 —
29,03 (C4-C9); 245 (C3**, C5").

EM (IE), m/z(%): 333 (22) [M[, 290 (1), 235 (2), 252 (5), 224 (3), 210 (5), 224 (3), 210 (5)
168 (5)141 (70), 100 (38), 67 (100), 41 (38).

4.6.2.2.2.4. (RN-benzil-11-(ciclopent-2-enil)undecanamida (4A)

@
3...©)1 "
4" 6"
5m
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Caracteristica: Solido branco

Massa molecular:341,53 g mot

CCD, Rf =0,71 (hexano: acetato de etila (7:3 v/v))
Tf=72,8-73,7°C

Rendimento: 81,29%

IV (KBr, cm ™) v max: 3294, 2917, 2848, 1638, 1533, 1470, 146236, 1211, 1186, 743
716, 693.

RMN de 'H (300 MHz, CDCL) ¢ (mult., JHz): 7,37— 7,27 (m, 5H); 5,74 (d) = 30,6 Hz,
1H); 4,43 (dJ = 5,6 Hz, 2H); 2,37 2,12 (m, 3H); 2,12 1,91 (m, 4H); 1,86 1,51 (m, 3H);
1,49- 1,15 (m, 16H).

RMN de *3C (75 MHz, CDCly) 6 (atribuicdo): 172,98 (C1); 138,41 (C1>"); 135,43 (C2°);
130,41 (C3°); 129,95 (C3>**, C5°*); 128,67 (C4>°, C2°°*, C6°>); 45,59 (C1°°); 43,55 (C1°):;
36,15 (C5°); 31,95 (C4); 30,06 — 29,11 C4-C9).

EM (IE), m/z(%): 341 (18) [M], 298 (1), 260 (3), 233 (2), 204 (4), 162 (35), 149 ( 50), 91
(90) 67 (100), 41 (30).

4.6.2.2.2.5. 11-(ciclopent-2-eniN-fenilundecanamida (5A)

0
D S
N
H
Caracteristica: 6leo branco
Massa molecular:327,50 g mot
CCD, Rf = 0,71 (hexano: acetato de etila (7:3 v/v))
Rendimento: 77,06%

IV (KBr, cm ™) v max: 3303, 3059, 2916, 2849, 1969, 1958, 1943, 1928, 1659, 1598, 1530,
1498, 1470, 1440, 1309, 1248, 1178, 755, 717, 691.

EM (IE), m/z(%): 327 (3) [M, 135 (15), 120 (3), 93 (96), 67 (100), 41 (51).
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4.6.2.2.2.6. N4-bromofenil)-11-(ciclopent-2-enil)undecanamida (6A)

@-“‘\/\/\/\/\)i(@ﬁr

H

Caracteristica: Solido amarelo

Massa molecular:406,40 g mot

CCD, Rf =0,8 (hexano: acetato de etila (7:3 v/v))
Tf = 53,0-53,5°C

Rendimento: 86,94%

IV (KBr, cm ™) v max: 3288, 3049, 2916, 2841887, 19321962, 1932, 1655, 1587, 1525,
1487, 1461, 1393, 1242, 1176, 816, 717

EM (IE), m/z(%): 407 (2) [M[, 326 (1), 234 (2), 213 (4), 173 (85), 67 (100), 41 ( 40).

4.6.2.2.2.7. N4-clorofenil)-11-(ciclopent-2-enil)undecanamida (7A)

@--“WNHQCI

Caracteristica: Sélido branco

Massa molecula: 361,95 g mot

CCD, Rf =0,82 (hexano: acetato de etila (7:3 v/v))
Tf=75,2-75,5°C

Rendimento: 76,70%

IV (KBr, cm ™) v max: 3288, 3047, 2916, 2847, 1987, 1966, 1654, 1593, 1524, 1491, 1469,
1395, 1279, 1242, 1172, 818, 714.

EM (IE), m/z(%): 361 (2) [MT, 326 (1), 182 (3), 169 (5), 127 (100), 67 (58), 41 (25).
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4.7. Avaliagdo de atividade antibacteriana

Bactérias utilizadas: Para avaliacdo da atividade antibacteriana foram utilizados
isolados bacterianos sendStreptococcus agalactiaéGram-positivo)e Escherichia coli

(Gram-negativo) obtidos de mastite bovina.

Atividade antimicrobiana: Foi realizada a técnica de difusdo em agar para avaliar a
bioatividade dos compostos obtidos. As culturas bacterianas foram semeadas por
espalhamento em superficie, em placas de Petri de 9 cm descartaveis previamente preparadas
com uma camada inferior de 10 mL de agar bacteriologico (Himedia, Mumbai, india), e outra
superior com 10 mL de agar Miieler Hinton (Himedia, Mumbai, india). Com o eso d
ponteiras estéreis foram feitos orificios no agar Mieler Hinton distribuidos equidistantes nas
placas, nos quais 40 pL das solucBes teste foram depositadas na concentrangondé’ 1
Os compostos foram solubilizados de acordo com sua polaridade, sendo testados os solventes:
DMSO, Tween 80, hexano, diclorometano e acetato de etila. No ensaio de solubilidade foi
observado que os compostos foram solUveis apenas no DMSO, portanto foi o solvente
empregado no ensaio. Apés preparadas, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica ¢
37 °C por 24/48 h. A atividade antimicrobiana foi identificada pela formacdo de zonas de
inibicdo bacteriana ao redor dos orificios. Foram considerados resultados positivos zonas de

inibicdo de qualquer tamanho ao redor do orificio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho iniciou com a coleta de fruta€alpotroche brasiliensisativas
na regido de Vicosa. A partir de frutas maduras foram obtidas as sementes (236,60 g) que foi

o material de partida para obtencao do 6leo de sapucainha.

Assim, ap0s maduracdo das sementes com hexano foramsditidag de um dleo
viscoso que ao deixar em repouso se transformou em um sélido branco. Esse solido foi
fracionado empregando cromatografia em coluna que forneceu o acido hidnocarpico (2,10 g)
como substancia pura. O acido hidnocérpico isolado foi utilizado como material de partida
para a preparacao dos ésteres e amidas derivados. Foram preparados 4 derivadodossterifica
(metila, etila, isopropila, propargila) e 7 derivados contendo grupos antilda i®butila,
ciclohexila, benzila, fenila, 4-bromofenila e 4-clorofenila) os quais foram caraterizados e
identificades por métodos espectroscopicegspectrométricos (IV, RMN diH e de'°C e
EM,). A seguir sdo apresentados os mecanismos de esterificacdo e formacdo de amidas
catalisados por TBTU (Figura 7 e Figura 8).
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Figura 7. Mecanismo de esterificacdo de &cido com é&lcool catalisado por TBTU.
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Figura 8. Mecanismo de formag&o de amidas com TBTU.

A caracterizacdo do extrato das sementes, 6leo da mistura de acidos graxos, composto

isolado e dos derivados preparadeg descrita individualmente, a seguir.

5.1. Caracterizacdo do extrato das sementes de Carpotroche brasiliensis

Pela andlise do espectro do extrato das sementes no IV (Figura 9), um padrdo de acido
carboxilico com uma banda na regido de 31@800cm’*, devida ao estiramento OH. Banda
na regido de 1744 - 17Q#’ sdo referentes ao estiramento C=0O de ésteres e Acidos. As
bandas de vibracdes de estiramento ge-El e Gp3—H sdo em 3048 3003cm™* e 2919-
2850 cm*, respectivamente. A banda em 164" é referente ao estiramento de ligacéo
C=C. As bandas em 1470 ¢re 1409cm™ s&o referentes as vibracées de deformacéo angular
de CH e CH;, respectivamente. A banda na regido de 1185 - th62é produzida pelo
estiramento de C-O. A banda em 912'cénreferente & deformacédo angular fora do plano de
=C-H. Finalmente, a banda em 7dm* é devida & deformac&o angular fora do plano de, CH

banda carateristica de cadeia carb6nica longa)fGldm n> 4 (Barbosa, 2007).
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Figura 9. Espectro no infravermelho (KBr) do extrato obtido por maceragdo em hexano das

sementes d€arpotroche brasiliensis

O extrato das sementepresentou o espectro de IV carateristico de ésteres (banda em
1744cm™) e acidos carboxilicos (17@M™Y), fato que levou a realizacdo de derivatizagéo por
sililacdo para se conhecer os componentes da mistura (Oliveros-Bastidas et al., 2013). Foi
obtido o cromatograma do extrato (Figura 10) e observou-se a presenca de sete pig®s 0s qua
correspondem aos ésteres e trimetilsilil éster dos acidos graxos.
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Figura 10. Cromatograma dos ésteres e trimetilsilil éster dos &cidos graxos presentes no

extrato obtido por maceragdo em hexano das semen@sgietroche brasiliensis.
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Os espectros de massas, obtidos do extrato das sementes permitiram identificar os
compostos comaA. Palmitato de metila (Figura 118, Acido hidnocéarpico (Figura 12%.

Acido palmitico (Figura 13)D. TMS-éster do acido hidnocéarpico (Figura 1E), Acido
oléico (Figura 15)F. Acido gorlico (Figura 16)G. Acido chaulmugrico (Figura 17).

Esta identificacdo foi feita por comparacdo dos espectros de massas dos compostos
presentes no extrato com a biblioteca do CG-MS, obtendo uma similaridade dentre 93 - 88%
na biblioteca Wiley na maioria dos compostos. Também foram comparados com 0s espectros
da livraria de lipideos da AOCS.
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Figura 11. Espectro de massas do palmitato de metila (A).

Estudos anteriores determinaram o teor dos acidos graxos presentes no extrato de
Carpotroche brasiliensjsque foi descrito como tendo 24,4% de acido chaulmugrico, 45,5%
de acido hidnocéarpico, 15,4% de acido gorlico, acompanhados de 6,6% de acido palmitico,
6,3% de acido oléico e de uma série homéloga de acidos ciclopenténicos de cadeia carbdnica
menor. Nesta andlise, foi usada a técnica de destilacdo fracionada dos ésteres etilicos
acompanhada da cristalizacdo fracionada, que é o método empregado até hoje para o
isolamento destes acidos em escala preparativa (Oliveira et at. S&h@@lio, 1980
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Figura 12. Espectro de massas do acido hidnocérpico (B).
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Figura 13. Espectro de massas do acido palmitico (C).
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Intensidade relativa (%)
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Figura 14. Espectro de massas TMS-éster do acido hidnocérpico (D).
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Figura 15. Espectro de massas do acido oléico (E).
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Intensidade relativa (%)
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Figura 16. Espectro de massas do acido gorlico (F).
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Figura 17. Espectro de massas do acido chaulmugrico (G).
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5.2. Caracterizacdo do Oleo obtido do extrato das sementes de Carpotroche brasiliensis

Observasenoegectro IV do 6leo obtido (Figura 18), uma banda em Lrdireferente ao
estiramento C=0 de éster. As bandas de vibrages de estiramegip-#eeCC,p3—H séo em
3049 cnf e 2918 - 2849%cm™, respectivamente. As bandas em 1469 e 1417cm’ sdo
referentes as vibracdes de deformacédo angular deeGEH; respectivamente. A banda na
regido de 1152m? é produzida pelo estiramento@>-O e a banda em 109%™ pelo
estiramento O-C-C. A banda em ™ é referente & deformacédo angular fora do plano de
=C-H e, finalmente, a banda em 7&67* devida & deformacdo angular fora do plano de
(CH2)n com n> 4(Barbosa, 2007).
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Figura 18. Espectro no infravermelho (KBr) do 6leo obtido do extrato das sementes de
Carpotroche brasiliensis

O oleo obtido apresentou o espectro de IV carateristico de ésteres, fato que levou a
realizacdo de transesterificacdo para se conhecer os componentes da mistura (Oliveros-
Bastidas et al., 2013). Apos a obtencdo do cromatograma do 6leo (FipéSe notaa
presenca de trés sinais, 0os quais correspondem aos derivados sililados dos acidos graxos
ciclopenténicoséacido hidnocarpico (16:1 cy), acido gorlico (18:2 cy) e acido chaulmugrico

(18:1 cy). Os espectros de massas obtidos sdo apresentados nas Figuras 20, 21 e 22. Est:
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identificacdo foi feita por comparacdo dos espectros de massas dos compostos presentes no
0leo com a biblioteca do CG-MS, obtendo uma similaridade de 94% na biblioteca Wiley na

maioria dos compostos.

Os &cidos graxos com um anel terminal de ciclopent-2-enila sdo encontrados em 6leos
de sementes de varias espécies de plantas da familia Flacourtiaceae. O 6leo degyf@h@ulmu
extraido das sementes ldgdnocarpuse é utilizada na medicina popular para o tratamento da
lepra. Os trés acidos graxos mais comuns deste tipo séo: acido 11-ciclopent-2-
enilundecandico (hidnocérpico), acido 13-ciclopent-2-eniltridecandico (chaulmugrico) e acido
13-ciclopent-2-eniltridec-6-endico (goérlico). Todos tém a estereoquitita carbono 1 do
anel de ciclopent-2-enila (Christie et, 41969.

Estudos anteriores apresentam que o 6leo tem como constituintes majoritarios os
acidos graxos ciclopenténicos: hidnocarpico, chaulmugrico, gérlico, encontrados no 6leo de
chaulmugra extraido das sementes de varias espédibgldecarpuse C. brasiliensis Esses
acidos séo conhecidos pela atividade farmacoldgica e seu uso como agentes antileproticos.
Além disso, séo responsaveis pela atividade anti-inflamatéria e analgésica do 6leo (Lima et
al., 2005).
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Figura 19. Cromatograma dos acidos graxos ciclopenténicos sililados presentes no 6leo

obtido do extrato hexanico das semente€apotroche brasiliensis
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Figura 20. Espectro de massas do acido hidnocérpico (H) presente no 6leo obtido do extrato

hexéanico das sementes@arpotroche brasiliensis
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Figura 21. Espectro de massas do &cido gérlico () presente no 6leo obtido do extrato

hexéanico das sementes@arpotroche brasiliensis
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Figura 22. Espectro de massas do acido chaulmugrico (J) presente no 6leo obtido do extrato

hexanico das sementes@arpotroche brasiliensis

5.3. Caracterizacéo do Acido (R)-11-(ciclopent-2-enil)undecandéico (AH)

Verifica-se no espectro IV do composto (Figura 23), um padrdo caracteristico de acidos
carboxilicos com uma banda na regido de 31@800 cnit, devidas ao estiramento OM.
banda em 170&m™ é referente ao estiramento C=0. As bandas de vibracées de estiramento
de Gp2—H e Gpz—H sdo em 304@m™ e 2917- 2850 cni respectivamente. As bandas em
1472cm? e 1429 - 1402m* s&o referentes as vibragdes de deformacdo angular ge CH
CHs respectivamente. As bandas na regido de 1207 - t&86 sdo produzidas pelo
estiramento de C-O e finalmente, a banda em 717 dewnida & deformacdo angular fora do
plano de CH
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Figura 23. Espectro no infravermelho (KBr) do aci@®)-11-(ciclopent-2-enil)undecandico

(AH) ou acido hidnocérpico obtido do extrato das sement€admtroche brasiliensis

No espectro de massas (Figura 24) observou-se que 0 composto possui pico do ion
molecular em 25PM7]. O pico base é m/z= 67 para o anel de ciclopenteno. O fragmento
emm/z = 235 representa a perda do grupo hidroxila a partir do pico do ion mol€ular.
composto foi identificado como acido hidnocérpico. Na Figuras@® apresentados o0s
fragmentos caracteristicos para o acido mencionado (Zhang, 1989; Silverstein, 2000;
Christie, 1969).

Estudos anteriores apresentam a analise por CG-EM que permitiu observar/n fon
67 como pico base do espectro, caracteristico do cation ciclopentenila, o que levou a propor
a presenca de acidos ciclopenténicos (Oliveira et al.,, Zb@&g, 198%
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Figura 24. Espectro de massas do ac{&)-11-(ciclopent-2-enil)Jundecandico (AH) ou &cido

hidnocérpico presente no extrato das sement€agetroche brasiliensis
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Figura 25. Fragmentos caracteristicos do aqigy-11-(ciclopent-2-enil)undecandico (AH).

Para complementar a determinacéo de estrutura do composto foram realizados espectros de

RMN de'H e**C.

No espectro de RMN d&d (Figura 26), observa-se um multipleto ér6,68 (s, 1H),
correspondente a H3’, um hidrogénio ligado ao carbono olefinico’ A3m tripleto env 2,34
(t, J=7,5Hz, 1H), relativo ao hidrogénit? ligado ao carbono C2 e um multipleto ér,02
(ddd, J = 12,0; 8,1; 3,5 Hz, 1H) referente ao hidrogéHi®’. Finalmente, observam-se
singletos referentes aos hidrogénios metinicos dos carbonos (3, 4, 5, 6, 7, 8, Pehty 11
1,70— 1,56; 1,45- 1,12 (Blaise et al., 1997).
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Figura 26. Espectro de RMN déH (300 MHz, CDC}) do &cido (R)-11-(ciclopent-2-

enil)Jundecanoico (AH).

No espectro de RMN d&C (Figura 27)nota-se um sinal em179,87 correspondente
ao carbono da carbonila (C1). Além disso, sdo observados dois sinais-€lf35,43e o
129,93, relativos &2’ ¢ C3’ respectivamente, atribuidos aos carbonos da ligagdo dupla.

Finalmente, é observado um sinal &m 45,58devido ao C1’ do anel ciclopenténico (Blaise

et al., 1997).
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Figura 27. Espectro de RMN dé°C (75 MHz, CDC}, 6 cpeis 77,0) do acido(R)-11-
(ciclopent-2-enil)Jundecandico (AH).

5.4. Caracterizacdo dos derivados do &cido (R)-11-(ciclopent-2-enil)Jundecandico (AH)
5.4.1. Esteres

5.4.1.1. Caracterizacao d@)11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de metila (1)

Verifica-se no espectro IV do composto 1 (Figura 28) um padrdo caracteristico d& éster.
banda na regido de 1740 ¢ré referente ao estiramento C=0. As bandas de vibracdes de
estiramento de & —H e Gpz—H sdo em 304&m* e 2920 - 285@m* respectivamente. As
bandas em 1456m™ e 1435cm™* s&o referentes as vibraces de deformacéo angularde CH
CHs respectivamente. A banda na regido de 1194 émproduzida pelo estiramentoGI-O
e a banda em 1167 chpelo estiramento O-C-e, finalmente, a banda em 7d8i* devida &

deformacéo angular fora do plano de,CH
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Figura 28. Espectro no infravermelho (KBr) d@R)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de
metila (1).

No espectro de massas (Figura 29) observou-se que o composto possui pico do ion
molecular de 266 [M e o pico base erm/z= 67 para o anel de ciclopenteno. O fragmento
emm/z =185 representa o restante da molécula com a clivagem beta em relacdo ao anel e o
m/zem 153 representa a perda de um grupo metoxila a partir do fragménte 185. O
fragmento enm/z =235 representa a perda de um grupo metoxila a partir do pico do ion
molecular. O composto foi identificado corfi®)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de metila.

Na Figura 30sdo apresentados os fragmentos caracteristicos para 0 composto mencionado
(Silverstein, 2000; Christie, 1969). Esta identificacéo foi feita por comparacéo do espectro de
massa do derivado obtido com a biblioteca do CG-MS, obtendo uma similaridade de 91% na

biblioteca Wiley.

Estudos anteriores apresentam a andlise por CG-EM que permitiu observar/n fon
67 como pico base do espectro, caracteristico do cation ciclopentenila, o que levou a propor a
presenca de compostos ciclopenténicos (Oliveira et al., 2009). O espectro de massas do éster
metilico do acido hidnocarpico apresenta o pico do ion molecular 2§6@Mragmentoem
m/z =185 representa a clivagdindo anel ciclopenténicos. O fragmento ez =153 (CH

= CH (CH);CO") (Christie, 1969).
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Figura 29. Espectro de massas do derivd&)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de metila

(1),

m/z = 266 m/z=185
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Figura 30. Fragmentos caracteristicos @®)-11-(ciclopent-2-enil)Jundecanoato de metila (1).

5.4.1.2. Caracterizacao d@)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de etila (2)

Observa-se no espectro IV do composto (Figura 31) uma banda na regigo de 1736 cm
referente ao estiramento C=0. As bandas de vibracdes de estiramente-d¢ €Cy3—H
sdo em 305@m’ e 2920 - 285km™ respectivamente. As bandas em 14862* e 1371cm*
sao referentes as vibragbes de deformacédo angular gde CH respectivamente. A banda na
regido de 117&m* é produzida pelo estiramento@>-O e a banda em 1098n™ pelo
estiramento O-C-C e, finalmente, a banda em 718 devida 4 deformac&o angular fora do
plano de CH.
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Figura 31. Espectro no infravermelho (KBr) d&)-11-(ciclopent-2-enil)Jundecanoato de etila
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Para o espectro de massas do composto (Fiurgerifica-se o pico de ion molecular
de 280 [M], e fragmentos emn{/z= 235, 153, e 67), que sdo caracteristicos de acidos
ciclopenténicos. O fragmentm/z = 67 € caracteristico do ion do anel ciclopenténico.
Observa-se o fragmento emz =235 que representa a perda do grupo etoxila a partir do
pico do ion molecular. O fragmento emiz =199 representa o restante da molécula com
a clivagem beta em relacdo ao anelm/p =153 representa a perda do grupo etoxila
partir desse fragmento. O composto foi identificado cofR)-11-(ciclopent-2-

enil)undecanoato de etila (2).
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Figura 32. Espectro de massas do derivéidd 11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de etila (2).

5.4.1.3. Caracterizacao d@)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de isopropila (3)

Observa-se no espectro IV do composto (Figura 33) uma banda na regigo aent729
referente ao estiramento C=0. As bandas de vibracdes de estiramente-d¢ €G3 —H
sdo em 297¢m’ e 2921 - 2852Zm™ respectivamente. As bandas em 1465 e 1373cm*
séo referentes as vibragbes de deformacéo angular ge CH respectivamente. A banda na

regido de 117&m* é produzida pelo estiramento@3-O e a banda em 1108 ¢npelo
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estiramento O-GG e, finalmente, a banda em 780" devida & deformacdo angular fora do

plano de CH.
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Figura 33. Espectro no infravermelho (KBr) d(R)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de
isopropila (3)

Para o espectro de massas do composto (Fagingerifica-se o pico de ion molecular
de 294M™] e o fragmentan/z= 67 caracteristico para o anel ciclopenténico. O fragmento em
m/z = 83 resulta da quebra da ligacdo C-C da carbonila, com retencdo da carga pelo
fragmento que contém oxigénio. O fragmentoretn= 213 representa o restante da molécula
com a clivagem beta em relacdo ao anel. Observa-se o fragmento/zem 235 que
representa a quebra da ligacdo C-O da carbddileomposto foi identificado com@®)-11-
(ciclopent-2-enil)undecanoato de isopropila.
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Figura 34. Espectro de massas do deriva@iR)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de

isopropila (3).

5.4.1.4. Caracterizaca@R)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de prop-2-inila (4)

Observa-se no espectro IV do composto (Figura 35) uma banda na regido de 1739 cm
referente ao estiramento C=0. As bandas de vibracdes de estiramente-d¢ €G3 —H
s&0 em 2922 che 2852 crit respectivamente. As bandas em 1459 @rl437 - 1417 cih
sao referentes as vibracdes de deformacéo angular ge CH respectivamente. A banda na
regido de 1157 cthé produzida pelo estiramento@>-O e a banda em 1098 ¢npelo
estiramento O-C-C, a banda em 719"atevida & deformac&o angular fora do plano de, CH

e, finalmente, as bandas em 668 - 628 devida & deformac&o angular da liga&&0—H

46



Resultados e discussao

105

100—-
05 -
90—-
85 -

80

Transmitancia(%)

75

[4%1°14

70

65 —

4474

16€.1
1611

60 T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 35. Espectro no infravermelho (KBr) d@R)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de
prop-2-inila (4).

Para o espectro de massas do composto (Figura 36) verifica-se o pico de ion molecular de
289[M7] e o fragmenteem m/z= 67 caracteristico para o anel ciclopenténico. O fragmento
emm/z =98 provém do rearranjo de McLafferty, com quebra da ligacdo beta em relacdo ao
grupo C=0. Observa-se o fragmentomiz =234 que representa a quebra da ligacdo C-O da

carbonila. O composto foi identificado cor{®)-11-(ciclopent-2-enil)Jundecanoato de prop-2-
inila.
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Figura 36. Espectro de massas do derivdRy-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de prop-2-
inila (4).

A caracterizacdo dos acidos graxos obtidos do 6leG.d&asiliensise seus derivados
ésteres deve ser continuada com vistas a obtencdo de compostos antibacterianos e anti-

inflamatorios.
5.4.2. Amidas

54.2.1. Caracterizagao d&)-11-(ciclopent-2-enilN-etilundecanamida (1A)

Verifica-se no espectro IV do composto (Figura 37), uma banda na regido de 3304
cm’ referente ao estiramento da ligacdo N-H associadas por ligacdes de hidrogénio. As
bandas de vibracdes de estiramento geg-€ sdo em 2915 - 284d". A banda presente
em 1638 crh é atribuida ao estiramento da ligacdo C=0O. A banda em dm45¢é
referente & deformacdo angular de M-Bibanda em 14&fi’ é atribuida ao estiramento
da ligacdo C-N e finalmente, a banda em @6 devida & deformac&o angular fora do

plano da ligacao NH.
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Figura 37. Espectro no infravermelho (KBr) dR)-11-(ciclopent-2-enilN-etilundecanamida
(1A).

No espectro de massas (Figura 38) observou-se que 0 composto possui pico do ion
molecular de 279M*]. Presume-se que o pico basem/a= 67 para o anel de ciclopenteno.
O fragmento enm/z =198 representa o restante da molécula com a clivagem beta em relagéo
ao anel. O fragmento em/z =87 provém do rearranjo de McLafferty, com um hidrogénio no
carbono gamma do grupo acila e grupos metila no a&tomo de nitrogénio. O fragmento em
m/z =235 corresponde a quebra da ligacdo C-N a partir do ion molecular. O composto foi
identificado como(R)-11-(ciclopent-2-enil)N-etilundecanamida. Esta identificagéo foi feita
por comparacdo do espectro de massa do derivado obtido com a biblioteca do CG-MS,
obtendo uma similaridade de 92% na biblioteca Wiley na maioria dos compostos. Na Figura
39 sdo apresentados os fragmentos caracteristicos para o composto mencionado (Silverstein,
2000; Christie, 1969).

Estudos anteriores apresentam a analise por CG-EM que permitiu observar/p #8v
como pico base do espectro, caracteristico do cation ciclopentenila, o que levou a propor a
presenca de compostos ciclopenténicos (Oliveira et al., 2009).

49



Resultados e discussao

100 - 67
41 o]

87 @‘\/\/\/\/Q'L A
~ - NH
S 1A
©
>
S 60
(O]

@
()
o)
S 40-
B
[
Q
£
20 -
] T4 440 198 279
0 - ;_'_Mmlllhl ..||.'I. .|.II| L || " . ; A
50 100 150 200 250

Figura 38. Espectro de massas do deriva@®-11-(ciclopent-2-enilN-etilundecanamida
(1A).
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Figura 39. Fragmentos caracteristicos pargR)-11-(ciclopent-2-enilN-etilundecanamida
(1A).

5.4.2.2. Caracterizacao d@)-11-(ciclopent-2-enilN-isobutilundecanamida (2A)

Verifica-se no espectro IV do composto (Figura 40), uma banda na regido de 3311
cm’ referente ao estiramento da ligacdo N-H associadas por ligagbes de hidrogénio. As
bandas de vibrages de estiramento ge-E sdo em 2915 - 2847 ¢mA banda presente
em 1642 crh é atribuida ao estiramento da ligacdo C=0O. A banda em 1547écm
referente a deformac&o angular de N-bl banda em 1468 ¢né atribuida ao estiramento
da ligagdo C-N e finalmente, a banda em 715 devida 4 deformacéo angular fora do
plano da ligacao NH.
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Figura 40. Espectro no infravermelho (KBr) do(R)-11-(ciclopent-2-enil)N-
isobutilundecanamida (2A).
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No espectro de massas do composto (Figuyaddervou-se que 0 cOmposto possui pico
do ion molecular de 30[M?]. Presume-se que 0 pico base éntz = 67 para o anel de
ciclopenteno. O fragmento em/z =226 representa o restante da molécula com a clivagem
beta em relacdo ao anel. O fragmentorefm =115 provém do rearranjo de McLaffery.

composto foi identificado com@)-11-(ciclopent-2-enilN-isobutilundecanamida.
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Figura 41.Espectro de massas do derivgRy-11-(ciclopent-2-enilN-isobutilundecanamida
(2A).

O espectro de RMN d#H (Figura 42) apresenta um multipleto ér8,73 e 5,60 (m, 1H)
referente aos hidrogéni®l2’ e H3’ da dupla ligagdo. Pode-se observar um tripleto érb,54
referente ao N-H da amida. O triplet®,07 (t,J = 6,4 Hz, 2H) é atribuido aos hidrogénios
H1”’ ligados ao carbono C1°’. Observam-se singletos referentes aos hidrogénios metilicos dos
carbonos (3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 319,42- 1,86,0 1,80- 1,55, 1,44— 1,11 e finalmente um
tripleto emo 0,92 (t,J = 89 Hz) correspondente aos hidrogénios H3”* e H4”.
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Figura 42. Espectro de RMN déH (300 MHz, CDC}) do (R)-11-(ciclopent-2-enil)\-
isobutilundecanamida (2A).

No RMN de®C (Figura 43) observa-se um sinal 6m73,15 referente a carbonila do
grupo amida (C1). Os carbonos da dupla liga€&d ¢ C3°) aparecem em ¢ 135,43e 129,94
respectivamente. O sinal efm6,76 foi atribuido ao carborf@1°’) ligado ao nitrogénio da
amida. Um sinal observado end5,58 &evido ao C1’ do anel ciclopenténico ligado a cadeia

carbonada. Finalmente, aparece um sinab @®,06 atribido aos carbonos C3°, C4’.
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Figura 43. Espectro de RMN d&C (75 MHz, CDC}, 6 cpcis 77,0) do(R)-11-(ciclopent-2-
enil)-N-isobutilundecanamida (2A).

5.4.2.3. Caracterizacao de-ciclohexil-11-(ciclopent-2-enil)Jundecanamida (3A)

Verifica-se no espectro IV do composto (Figura 44), uma banda na regido de 3298
cm’ referente ao estiramento da ligacdo N-H associadas por ligagbes de hidrogénio. As
bandas de vibracdes de estiramento ge-€l sdo em 2916 - 2848 ¢mA banda presente
em 1635 crh é atribuida ao estiramento da ligacdo C=O. A banda em 1544écm
referente & deformacéo angular de Naldl bandas na regido 14681446 cnmi sdo
atribuidas ao estiramento da ligacdo C-N e finalmente, a banda em 718euida &
deformacéo angular fora do plano da ligacad.N-
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Figura 44. Espectro no infravermelho (KBr) doN-ciclohexil-11-(ciclopent-2-
enil)Jundecanamida (3A).

No espectro de massas (Figura 45) observou-se que 0 composto possui pico do ion
molecular de 333M7]. O pico base corresponde amz= 67 para o anel de ciclopentei®.
fragmento enm/z =141 provém do rearranjo de McLafferty. O fragmentoram = 252
representa o restante da molécula com a clivagem beta em relacdo ao anel. O fragmento e
m/z =235 representa a quebra de ligagcdo C-N da carbonila. O composto foi identificado como

N-ciclohexil-11-(ciclopent-2-enil)undecanamida.
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Figura 45. Espectro de massas do derivadl@iclohexil-11-(ciclopent-2-enil)undecanamida

(3A).

No espectro de RMN d&#1, observa-se um singleto efrb,66 (s, 1H), correspondente a

H2’ ¢ H3’. Um tripleto emo 5,53 referente ao N-H da amidamUdiupleto env 3,74 (d,J =

8,2 Hz, 1H) emv relativo ao hidrogénidl1’’. Finalmente observam-se um duplo dupleto em
0 1,65 (ddJ = 23,7; 10,5 Hz, 5H) referente aos hidrogénios mesidos carbonos (2°°, 4,

6”’) (Figura 46).
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Figura 46. Espectro de RMN déH (300 MHz, CDCJ) do N-ciclohexil-11-(ciclopent-2-
eniljundecanamida (3A).

No RMN de®C (Figura 47) observa-se um sinal ém72,22 referente & carbonila do
grupo amida (C1). Além disso, sdo observados dois sinaig§ &8b,41e ¢ 129,92, que
correspondem aos carbon02’ e C3’ respectivamente, que correspondem os carbonos da
ligagdo dupla. O sinal em 47,99 foi atribuido ao ekono (C1°”) ligado ao nitrogénio da
amida. Um sinal observado end5,57¢ devido ao C1’ do anel ciclopenténico ligado a cadeia

carbonada. Finalmente, aparecem sinais&h,93 atribuido aos carbonG®’e C6’’ e em

24 85 referentes aos C3°°, C5”°.
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Figura 47. Espectro de RMN d&C (75 MHz, CDC4, 6 cpciz 77,0) doN-ciclohexil-11-
(ciclopent-2-enil)undecanamida (3A).

54.2.4. Caracterizagao d&)-N-benzil-11-(ciclopent-2-enil)undecanamida (4A)

Verifica-se no espectro IV do composto (Figura 48), uma banda na regido de 3294 cm
referente ao estiramento da ligacdo N-H associadas por ligacbes de hidrogénio. As bandas de
vibracdes de estiramento dg,$-H sdo em 2917 - 2848 ¢mA banda presente em 1638'cm
é atribuida ao estiramento da ligacdo C=0. A banda em 153% geferente & deformacéo
angular de N-Has bandas na regi&o 1470 - 1454 as#o0 atribuidas ao estiramento da ligacdo
C-N. As bandas na regido de 1236, 1211 e 1186sdn produzidas pela deformacdo angular
no plano do anel para ligagdes =C-H, a banda em 743 - 71@evida 4 deformacéo angular
fora do plano da ligacdo N-H e, finalmente a banda em 698levida & deformacédo angular

fora do plano propio do anel de ligacdes HC-
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Figura 48. Espectro no infravermelho (KBr) do(R)-N-benzil-11-(ciclopent-2-
enil)Jundecanamida (4A).

No espectro de massas (Figura 49) observou-se que o composto possui pico do ion
molecular de 34IM]. O pico base é m/z= 67 para o anel de ciclopenteno. O fragmento em
m/z = 260 representa o restante da molécula com a clivagem beta em relacdo ao anel. O
fragmento enm/z =91 (CsHsCH,") é indicativo de um anel de benzeno com cadeia lateral
alquila (ion tropilio). O fragmento emn/z = 162 é devido ao rearranjo de McLaffer®.

composto foi identificado com@&®)-N-benzil-11-(ciclopent-2-enil)Jundecanamida.
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Figura 49. Espectro de massas do derivdB)-N-benzil-11-(ciclopent-2-enil)undecanamida
(4A).

No espectro de RMN déH observa-se um mutipleto et 7,37 — 7,27 (m, 5H)
correspondente aos hidrogénios do anel benzénico, um dupleto em 9,7243@,6 Hz, 1H)
correspondente aos hidrogénios olefinicos ligados ao carbdre@2 Pode-se observar um
tripleto emo 5,58 referente ao N-H da amidaum dupleto emv 4,43 (d,J = 5,6 Hz, 2H)
relativo ao hidrogénio H1’’(Figura 50).
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Figura 50. Espectro de RMN déH (300 MHz, CDC}) do (R)-N-benzil-11-(ciclopent-2-
enillundecanamida (4A).

No RMN de®C (Figura 51) observa-se um sinal ém72,98 referente & carbonila do
grupo amida. E observado um sinal érh38,41 que corresponde ao carbo@d’’). Além
disso, sdo observados dois sinaiscet35,43 & 130,41, que corgpondem aos carbonos C2’

e C3’ respectivamente, que correspondem os carbonos da ligagdo dupla. Os sinais em 128,67
correspondem aos carbond@34{”’, C2’”°, C6””’) do anel benzénico. O sinal em5,59 é
atribuido ao carbono (C1°’) ligado ao nitrogénio da amida, e finalmente, um sinal observado

emo 43,55¢ devido ao C1” do anel ciclopenténico ligado a cadeia carbonica.
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Figura 51. Espectro de RMN dé&°C (75 MHz, CDC}, 6 cpcis 77,0) do (R)N-benzil-11-
(ciclopent-2-enil)undecanamida (4A).

5.4.2.5. Caracterizacao de 11-(ciclopent-2-embrenilundecanamida (5A)

Verifica-se no espectro IV do composto (Figura 52), uma banda na regido de 3303 cm
referente ao estiramento da ligagdo N-H associadas por ligagdes de hidrogénio. Uma banda na
regido de 3059 ciheé referente ao estiramento =C-H. As bandas de vibracées de estiramento
de Gyz—H sédo em 2916- 2849 cnl. As bandas entre 19691958 e 1943 - 1928 ¢
correspondem a banda harménica ou de combinacdo. A banda presente em 1659 cm
atribuida ao estiramento da ligacdo C=0. A banda em 1598écreferente a deformacéo
angular de N-H As bandas em 1530 1498 cnit correspondem ao estiramento de ligacdo
C=C. As bandas na regi&o 1470 - 1440'@#o0 atribuidas ao estiramento da ligaca. ®s
bandas na regido de 1309, 1248 e 1178 s#o produzidas pela deformac&o angular no plano
do anel para ligagcdes =C-H, a banda em 755 - 717dewida 4 deformac&o angular fora do
plano da ligacdo N-H e, finaimente a banda em 69idewida 4 deformacéo angular fora do

plano préprio do anel de ligacdes #C-
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Figura 52. Espectro no infravermelho (KBr) do 11-(ciclopent-2-ehHjenilundecanamida
(5A).

No espectro de massas (Figura 53) observou-se que 0 composto possui pico do ion
molecular de 32M*]. Presume-se que o pico basem/a= 67 para o anel de ciclopenteno.
O fragmento enm/z =135 ¢é devido ao rearranjo de McLafferty. O fragmenta@m=120 é
devido a perda deCHs) a partir do iorm/z = 135. O fragmento enm/z = 93 é devidoa
quebra de ligacdo C-N da carbonila com migracdo de um atomo de hidrogénio-alfa no grupo

acila. O composto foi identificado como 11-(ciclopent-2-eNifenilundecanamida.
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Figura 53. Espectro de massas do derivado 11-(ciclopent-2-&rfinilundecanamida (5A).

5.4.2.6. Caracterizacao ds-(4-bromofenil)-11-(ciclopent-2enil)undecanamida (6A)

Verifica-se no espectro IV do composto (Figura 54), uma banda na regido de 3288 cm
referente ao estiramento da ligagdo N-H associadas por ligagdes de hidrogénio. Uma banda na
regido de 3049 cthé referente ao estiramento =C-H. As bandas de vibracdes de estiramento
de Gyz —H sédo em 2916- 2847 cnl. As bandas entre 1887 1932 e 1962 - 1932 ¢
correspondem a banda harménica ou de combinacdo. A banda presente em ‘1655 cm
atribuida ao estiramento da ligacdo C=0. A banda em 1587écreferente a deformacéo
angular de N-HAs bandas em 1525 ¢htorrespondem ao estiramento de ligagdo C=C. As
bandas na regigio 14871461 cni sdo atribuidas ao estiramento da ligacdo C-N. As bandas
na regido de 1393, 1242 e 1176cefio produzidas pela deformacgéo angular no plano do
anel para ligagcées =C-H, a banda em 818 devida & deformacédo angular fora do plano da
ligacdo N-H e, finalmente a banda em 717'devida & deformacdo angular fora do plano

proprio do anel de ligacdes C-
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Figura 54. Espectro no infravermelho (KBr) dd\N-(4-bromofenil)-11-(ciclopent-2-
eniljundecanamida (6A).

No espectro de massas (Figura 55) observou-se que o composto possui pico do ion
molecular de 40M-1]. O pico base corresponde mdz= 67 para o anel de ciclopenteno. O
fragmento emm/z =213 é devido ao rearranjo de McLafferty. O fragmentongmn=234¢é
devido a quebra de ligagdo C-N da carbonila. O fragmento/ers 173 é devido a quebra de
ligacdo C-N da carbonila com migracdo de um atomo de hidrogénio-alfa no grup®acila.
fragmento emm/z =326 € devido a perda do halogeneto (Br) a partir do ion moledDlar.

composto foi identificado comid-(4-bromofenil)-11-(ciclopent-2enil)undecanamida.
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Figura 55. Espectro de massas do derivaddl-(4-bromofeni)-11-(ciclopent-
2enil)Jundecanamida (6A).

5.4.2.7. Caracterizacao ds-(4-clorofenil)-11-(ciclopent-2-enil)undecanamida (7A)

Verifica-se no espectro IV do composto (Figura 56), uma banda na regigo de 3288 cm
referente ao estiramento da ligagdo N-H associadas por ligagdes de hidrogénio. Uma banda na
regido de 3047 cihé referente ao estiramento =C-H. As bandas de vibragées de estiramento
de Gpz—H sdo em 2916 2847 cnl. As bandas entre 19871966 cnit correspondem a banda
harmdnica ou de combinacdo. A banda presente em 1654 airibuida ao estiramento da
ligacdo C=0. A banda em 1593 ¢ré referente & deformacdo angular de NA4 bandas em
1524 cmi* correspondem ao estiramento de ligagdo C=C. As bandas na regiée 1463
cm’ sdo atribuidas ao estiramento da ligacdo C-N. As bandas na regido de 1395, 1279 - 1242
e 1172 crit sdo produzidas pela deformacdo angular no plano do anel para ligacdes =C-H, a
banda em 818 cihdevida & deformac&o angular fora do plano da ligacdo N-H e, finalmente a
banda em 714 chdevida & deformacdo angular fora do plano préprio do anel de ligacdes
=C-H.
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Figura 56. Espectro no infravermelho (KBr) doN-(4-clorofenil)-11-(ciclopent-2-
enil)jundecanamida (7A).

No espectro de massas (Figura 57) observou-se que o composto possui pico do ion
molecular de 361 [M. O picom/z= 67 corresponde ao anel de ciclopenteno. O fragmento
emm/z =127 é devido a quebra de ligacdo C-N da carbonila com migracdo de um atomo de
hidrogénio-alfa no grupo acila. O fragmento emiz = 169 é devido ao rearranjo de
McLafferty. O fragmento enm/z =326 é devido a perda do halogeneto (CI) a partir do ion
molecular. O composto foi identificado comdN-(4-clorofenil)-11-(ciclopent-2-

enil)undecanamida.
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Figura 57. Espectro de massas do derivadh-(4-clorofenil)-11-(ciclopent-2-
enil)jundecanamida (7A).

A caracterizacdo dos derivados amidas preparados a partir do @edbmsiliensisdeve

ser continuada com vistas a obtencao de compostos antibacterianos e anti-inflamatérios.

5.4.3. Avaliacdo de atividade antibacteriana

Foram submetidos a ensaios de atividade antibacteriana tanto a substancia isolada (Acido
hidnocarpico) como seus derivados éster e amida. Verificou-se que o éster metilico do acido
hidnocarpico (derivado éster EM) inibiu o crescimentdSdagalactiaena concentracao de
1 mg mL* (Figura 58). Para &. coli, os compostos ndo apresentaram inibicdo na
concentracao testada.

A atividade antimicrobiana foi identificada pela formag&o de zonas de inibicdo ao redor

dos orificios, sendo considerados resultados positivos zona de inibicdo maionigue 1
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Figura 58. Zona de inibicdo atribuida ao éster metilico do &cido hidnocéarpico na
concentracdo de 1 mg mL

Esses resultados abrem perspectivas para a realizagdo de novos ensaios com outras
bactérias e outros alvos, com o fim de desenvolver novas estratégias de combate a parasitas
causadores de danos a producdo pecudria, bem como o uso de fontes naturais de baixo
impacto para o rebanho e o meio ambiente.

Estudos anteriores relatam que a espé€xidrasiliensisé fornecedora do 6leo de
chaulmugra, o qual é extraido das sementes e cujos constituintes majoritarios sdo os acidos
graxos ciclopenténicos: chaulmugrico, hidnocarpico e gorlico. Estes Oleos, durante muito
tempo até o aparecimento das sulfas em 1940, foram o principal remédio para o tratamento da
lepra.

Jacobsen (1973) confirmaram a atividade bacteriostatica do acido hidnocérpico, que
foi capaz de inibirin vitro 38 linhagens de bactérias diferentes. Dois anos depois, 0s sais
sédicos do 6leo de chaulmugra e do &cido chaulmugrico mostraram-se potentes inibidores na
multiplicagdo deMycobacterium lepraeem patas de ratos infectadas com este bacilo.
Avaliaram o perfil farmacoldgico do éleo de chaulmugra brasileiro usando diferentes vias de
administracdo e formas farmacéuticas. Confirmou que os ésteres etilicos eram mais bem
tolerados que os &cidos graxos livres. Concluiram que os &cidos graxos ciclopenténicos
saturados eram 0s responsaveis pela acéo contra o bacilo da lepra.

Em outras pesquisas, a mistura dos acidos graxos ciclopenténicos foi administrada por via
oral em ratos com edema nas patas. O ensaio mostrou que a mistura apresenta atividade anti-
inflamatdria inibindo o edema em cerca de 30-40% (Lima et al., 2005).

Na literatura, tem sido reportada a preparagdo e comercializacdo de diversos produtos
derivados da mistura de acidos, comartileprol (mistura dos ésteres benzilicos) da Bayer e
o Antileprinada Casa Granado (ésteres etilicos acrescidos de 6leo de figado de bacalhau e
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canfora). Atualmente, o Oleo das sementesCdebrasiliensis (sapucainha) € usado no
tratamento das afecc¢des da pele como a dermatoses (Oliveira et al., 2009).

O estudo fitoquimico das sementesddrasiliensisabre perspectivas para novos ensaios
com outras bactérias ou outros alvos, bem como a sintese de novos derivados. Além do uso de
metodologias alternativas para isolamento de outros compostos presentes no extrato na forma

de misturas.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho possibilitou a caracterizagdo do extrato hexénico das semeides de
brasiliensisonde foram identificados os compostos: palmitato de metila, acido hidnocarpico,

acido palmitico, acido oléico, acido gérlico e acido chaulmugrico.

Além disto, foi isolado o seu constituinte majoritario de interesse, o acido hidnocarpico,
que foi submetido a transformacdes quimicas possibilitando a obtencdo de onze derivados,
dos quais quatro ésteres e sete amidas, sendo seis inéditos estruturalmente, ainda néo relatado
na literatura. As estruturas foram caracterizadas empregando as técnicas espectroscopicas €
espectrométricas usuais (IV, CG-EM, RMN'#kee RMN de'*C).

Foi realizado o ensaio de atividade antibacteriana do acido graxo ciclopenténico isolado e
seus derivados ésteres e amidas sobre as bactérias isoladas de mastite bovina, sendo 0 éste
metilico do &cido hidnocarpico ativo conBaagalactiaena concentracéo de 1 mg hiPara
E. coli,0s compostos nao apresentaram inibicdo na concentragéo testada.

Estes estudos auxiliam na maior compreensdo da relacdo da estrutura quimica e da

atividade biologica de acidos graxos ciclopenténicos estimulando a ampliacdo da serie

quimica na obtencédo de derivados mais ativos e avaliacdo em outros alvos.
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